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RESUMEN 
 
Adriana Romo Pérez               Fecha de Graduación: Abril 2013 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Ciencias Químicas 
 
Aislamiento y caracterización estructural de nuevos Inhibidores de α-
glucosidasa a partir de las raíces de Smilax sp. 
. 
Número de páginas: 91 Candidato para el grado de Maestría en 
Ciencias con orientación en Farmacia. 
 
Área de Estudio: Química y Farmacología de productos naturales 
 
Propósito y Método del Estudio: La diabetes mellitus es una enfermedad 
metabólica crónica caracterizada por la incapacidad del organismo para 
biotransformar la glucosa sanguínea. Actualmente es la segunda causa de 
muerte a nivel nacional. El objetivo de la terapia antidiabética es normalizar los 
niveles de glucosa en sangre, por lo cual se prescriben los inhibidores de α-
glucosidasa, enzimas encargadas de la hidrólisis de oligosacáridos ingeridos en 
di- y monosacáridos que posteriormente son absorbidos en el intestino. Los 
inhibidores de α-glucosidasa prescritos hoy en día son compuestos naturales o 
sus derivados, lo cual da evidencia de lo promisorio que ha resultado la 
prospección químico-biológica de productos naturales. En el presente proyecto 
de investigación se propuso la búsqueda de nuevos inhibidores de α-
glucosidasa a partir de tres especies de plantas seleccionadas mediante criterio 
etnomédico y quimiotaxonómico. Así, se realizó un estudio biodirigido para 
encontrar la especie vegetal con mayor actividad inhibitoria de α-glucosidasa, 
para posteriormente someterla a un estudio fitoquímico que permitiera el 
aislamiento y la caracterización estructural de productos naturales, mediante 
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diversas técnicas cromatográficas y espectroscópicas, a partir de las fracciones 
con mayor actividad inhibitoria de α-glucosidasa 
 
Contribuciones y Conclusiones: Se determinó la actividad enzimática de los 
extractos orgánicos demostrando que Smilax sp. resultó diez veces más 
potente (CI50 = 0.49±0.02 μg/mL) que el control positivo quercetina (CI50 = 
5.28±0.57 μg/mL), razón por la cual se realizó el fraccionamiento del extracto 
crudo. Se ponderó la actividad inhibitoria enzimática de las 18 fracciones 
obtenidas (A-S), observándose que las fracciones K-R resultaron muy activas 
(Rango de CI50 = 0.097-0.92 μg/mL). A partir de algunas fracciones activas se 
aislaron tres esteroles y un flavonoide, los cuales fueron caracterizados como 5-
hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona, β-sitosterol, β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
y palmitato de β-sitosterilo, mediante el análisis de sus datos espectroscópicos. 
De los compuestos evaluados, el β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido presentó 
mayor magnitud inhibitoria de la α-glucosidasa.  
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CAPÍTULO 1 
 
 
DIABETES 
 
 
1.1 Introducción 
 
Desde la antigüedad, los productos naturales, en especial las plantas, han sido 
una fuente importante de medicamentos. Éstas han sido la base de los 
sistemas de medicina tradicional en todo el mundo y siguen proporcionando a la 
humanidad nuevos remedios para el tratamiento de diversas enfermedades, 
tales como la diabetes y el cáncer [1-2].  
 
La investigación química y farmacológica de las plantas medicinales ha provisto 
de nuevos compuestos para el tratamiento de la diabetes, entre los que se 
destacan la metformina, el miglitol y la exenatida [2-3].  
 
La diabetes es un desorden endócrino que conlleva a complicaciones de salud 
graves como la insuficiencia renal, la catarata diabética, la ceguera, las 
enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis), las cuales pueden culminar 
en una muerte prematura [1]. A nivel nacional, la diabetes constituye la segunda 
causa de muerte y su frecuencia actual esta evidenciada por más de 347 
millones de personas diabéticas en el mundo [4]. 
 
A pesar de la diversidad de estrategias disponibles para el tratamiento de la 
diabetes, no se ha logrado la normalización eficiente de la glucosa de los 
pacientes diabéticos y por tanto, no se ha logrado evitar la progresión 
 
 
2 
 
(complicaciones) de la enfermedad, por lo cual, algunas de las investigaciones 
más recientes están orientadas al descubrimiento de nuevos fármacos que 
disminuyan los niveles de glucosa en sangre. Así, la estrategia para reducir los 
niveles anormales de glucemia consiste en la inhibición de las enzimas 
responsables de la digestión de carbohidratos a nivel del intestino delgado [5]. 
 
1.2 Generalidades 
 
La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica crónica caracterizada por 
hiperglucemia (aumento de glucosa sanguínea) que surge como consecuencia 
de una absoluta o relativa deficiencia de secreción de insulina, resistencia a la 
acción de la insulina, o ambas [6-7].  
 
Existen tres tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo 1 (DMT1, también llamada 
insulinodependiente), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2, también llamada no 
insulinodependiente) y diabetes gestacional. La diabetes mellitus tipo 1 se 
considera una enfermedad autoinmune debido a que el sistema inmunitario 
ataca las células-β del páncreas y las destruye [4,7]. La diabetes mellitus tipo 2 
es una enfermedad multifactorial caracterizada por una alteración en la 
secreción de insulina y resistencia a la insulina [8]. La diabetes mellitus 
gestacional se desarrolla durante el embarazo y desaparece cuando el 
embarazo es terminado [9]. De los tres tipos de diabetes, la DMT2 es la de 
mayor importancia por su incidencia e implicaciones a nivel socioeconómico y 
de salud. 
 
1.3 Sintomatología 
 
La diabetes es caracterizada por tres conocidos síntomas: polidipsia (sed 
excesiva), polifagia (hambre excesiva) y poliuria (micción excesiva), además de 
pérdida de peso, somnolencia, fatiga, trastornos de visión, infecciones en la 
piel, parestesia en manos o pies [9].  
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1.4 Etiología 
 
1.4.1 Diabetes mellitus tipo 1(DMT1) 
 
         La DMT1 se describe como una enfermedad autoinmune en la que se 
incorpora una proteína extraña en las células-β de los islotes pancreáticos, 
quizá a través de una infección viral. En respuesta, los linfocitos del paciente 
atacan a la proteina extraña y, de manera colateral, destruyen la célula-β. Esto 
lleva a un estado de deficiencia absoluta de insulina [10].  
 
1.4.2 Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) 
 
         Diversas investigaciones han evidenciado la posible etiología de la DMT2. 
La mayoría de las ideas predominantes se pueden clasificar en alguna de las 
siguientes categorías: predisposición genética, desequilibrio endocrino, dieta 
hipercalórica, sedentarismo, obesidad, hipertensión, inflamación crónica y 
estrés oxidativo (Figura 1) [8, 9].  
 
 
 Figura 1. Factores relacionados con la ocurrencia de DMT2 
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Existen evidencias de que la respuesta inmune innata anormal e inflamación 
crónica están relacionadas con el desarrollo de la DMT2. La inflamación 
desempeña un papel en la prevención del daño tisular, el restablecimiento de la 
homeostasis del tejido y la destrucción de agentes infecciosos. Sin embargo, 
ésta es originada como respuesta a la activación del sistema inmune innato al 
detectar de manera no específica agentes externos, tales como patógenos, 
sustancias químicas (glucosa) o lesión física.  Durante este proceso, varias 
citoquinas pro-inflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral (TNF)-α, 
interleucinas IL-1β e IL-6, son liberadas por los macrófagos. Estas citoquinas 
pueden incrementar la resistencia a la insulina directamente en los adipocitos, 
músculo esquelético y células hepáticas, así como un daño en la células-β del 
páncreas, lo que conduce a una disrupción sistémica de sensibilidad a la 
insulina y a la alteración en la homeostasis de la glucosa [8,10].  
 
Las citoquinas están asociadas con la generación de radicales libres que 
contienen carbono, oxígeno y nitrógeno [10]. Estos radicales libres son especies 
moleculares muy reactivas, que ocasionan estrés oxidativo, ya sea por el 
incremento de los mismos o por la disminución de la concentración de 
antioxidantes endógenos, lo que en consecuencia puede ocasionar un daño 
tisular [11].  
 
La obesidad y el síndrome metabólico son condiciones asociadas al estrés 
oxidativo e inflamación que pueden favorecer la progresión de la resistencia a la 
insulina en DMT2 [8]. 
 
1.5 Epidemiología 
 
Actualmente, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta más de 347 
millones de personas con diabetes en el mundo y prevé que las muertes por  
diabetes se duplicarán entre 2015 y 2030 [4]. De acuerdo a los datos de la 
Secretaría de Salud, la diabetes ocupó la segunda posición de las principales 
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causas de muerte en México en 2008 (Figura 2) [12]. En el 2010, el número de 
defunciones se incrementó de 77,699 a 82,964, de las cuales, el 43.2% se 
atribuyeron a complicaciones renales o cardíacas [12-13]. La diabetes es una 
enfermedad crónico-degenerativa, con pronóstico poco favorable entre la 
población mexicana, pues en ella influyen factores asociados a los malos 
hábitos alimenticios, sedentarismo y sobrepeso [4, 14]. De los tres tipos de 
diabetes, la DMT2 es responsable del 90-95 % de todos los casos de diabetes 
[1, 15]. 
 
Figura 2. Principales causas de mortalidad en México 
 
1.6 Diabetes Mellitus Tipo 2 
 
La DMT2 es una condición heterogénea resultante de la disfunción de la célula 
β-pancreática y/o de la resistencia a la insulina, debido a la interacción de 
factores genéticos y ambientales (edad, dieta hipercalórica, sedentarismo, 
obesidad, historia familiar) [6, 15-16]. La hiperglucemia se considera el primer 
factor de riesgo en el desarrollo de la diabetes y sus complicaciones. Una 
exposición por años a altos niveles de glucosa en sangre causa efectos tóxicos 
en la estructura y función de los órganos, incluyendo el islote pancreático [10]. 
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Debido a que la hiperglucemia en la diabetes se hace crónica, la glucosa que 
normalmente sirve como sustrato, señal y combustible, se convierte en toxina. A 
medida que persiste la hiperglucemia, la célula-β del páncreas sufre deterioro, 
cada vez segrega menos insulina lo que conlleva a la pérdida de su función 
[11]. Otras de las complicaciones que se presentan durante la hiperglucemia es 
la resistencia a la insulina que se define como un estado en el que la capacidad 
de las células diana para responder a niveles normales de insulina se reduce 
[15]. Por tanto, defectos en la acción y secreción de la insulina traen como 
consecuencia un déficit de insulina en el músculo esquelético, hígado y tejido 
adiposo [5, 8], lo cual conduce a una disminución en la eficacia para llevar a 
cabo sus funciones metabólicas [10]. 
 
1.6.1 Fisiopatología 
 
         La manifestación de la DMT2 suele ser un proceso continuo de resistencia 
a la insulina que culmina en el fracaso de la secreción de insulina aumentada 
para compensar la resistencia a la insulina. Inicialmente, en la DMT2, la insulina 
que estimula el transporte de la glucosa en el músculo esquelético se ve 
afectada y como compensación, las células del páncreas presentan una 
secreción aumentada de insulina, ocasionando hiperinsulinemia. La resistencia 
a la insulina periférica, en combinación con un deterioro en la fase temprana de 
la secreción de insulina, da como resultado la hiperglucemia [15,6].  
 
En fase terminal de la DMT2, los cambios en la señalización de la insulina, 
como la incapacidad de la insulina para inhibir la gluconeogénesis hepática, se 
acompañan de un deterioro de la función de la célula pancreática. En esencia, 
la progresión a la DMT2 está totalmente declarada cuando la hipersecreción de 
insulina de una célula-β no compensa la resistencia a la insulina [6].  
 
Las complicaciones de la DMT2 incluyen enfermedades microvasculares 
(retinopatía, nefropatía y neuropatía) y complicaciones macrovasculares (infarto 
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al miocardio, enfermedad vascular periférica, enfermedad cerebrovascular) 
(Figura 3). Las complicaciones macrovasculares son consideradas la primera 
causa de mortalidad en los pacientes diabéticos [6, 8].  
 
 
       Figura 3.Complicaciones de la DMT2. 
 
1.7 Tratamiento 
 
1.7.1 Tratamiento no farmacológico 
 
         La primera línea de tratamiento para la DMT2 son los cambios en la dieta 
y el ejercicio. Las dietas hipocalóricas inducen la pérdida de peso, la 
disminución e incluso, la normalización de la glucosa en plasma. El mecanismo 
de la pérdida de peso, mejora la homeostasis de la glucosa seguido de una 
mejoría de la función hepática y la resistencia periférica a la insulina. La pérdida 
de peso y el ejercicio aumentan la sensibilidad a la insulina, la utilización de 
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glucosa y mejora los perfiles de lípidos y lipoproteínas. Sin embargo, el 
cumplimiento de muchos pacientes es un problema significativo [6]. 
 
1.7.2 Tratamiento farmacológico 
 
         La terapia farmacológica se inicia cuando el tratamiento no farmacológico 
no permitió controlar adecuadamente los niveles de azúcar en la sangre. A la 
fecha, la meta de toda estrategia para el tratamiento de la DMT2 es disminuir 
las concentraciones de glucosa en sangre, a niveles que representen el rango 
normal [16], por lo que se recurre a medicamentos antidiabéticos como la propia 
insulina, las sulfonilureas [17] y meglitinidas [18] (promotores de la secreción de 
insulina), biguanidas (hipoglucemiantes) [17], tiazolidinodionas o glitazonas 
(disminuyen la resistencia a las funciones de la insulina) [19], inhibidores de la 
α-glucosidasa (alteran la velocidad de hidrólisis y absorción de oligosacáridos) 
[9], miméticos de incretina GLP-1 (mimetizan al péptido 1 tipo glucagón), 
inhibidores de la dipeptidilpeptidasa IV (aumentan la concentración de GLP-1) 
(Tabla 1) [20].  
 
La  combinación de la terapia para el tratamiento de la DMT2 se ha vuelto muy 
frecuente [9,17]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 
 
 
Tabla 1. Principales fármacos utilizados en el tratamiento de la diabetes. 
 
GRUPO 
 
MECANISMO DE 
ACCIÓN 
EFECTOS 
SECUNDARIOS 
EJEMPLO 
 
 
 
Sulfonilureas 
Estimula la secreción 
de insulina por la 
célula β pancreática, 
a través de su unión a 
un canal de potasio-
dependiente de ATP. 
Hipoglucemia, alergia 
en piel, dolor de 
cabeza, aumento de 
peso, fatiga, náuseas, 
vómitos y daño 
hepático [9]. 
 
 
 
 
 
Glipizida 
 
 
 
Biguanidas 
 
Actúan a dos niveles: 
1) en el músculo, 
aumentando la 
entrada de glucosa a 
las células y, 2) en el 
hígado, disminuyendo 
la liberación de 
glucosa. 
Mayor frecuencia: 
diarrea, dolor 
abdominal, náuseas y 
vómitos; con menor 
frecuencia: 
alteraciones del gusto 
o mal absorción de la 
vitamina B12 [9]. 
 
 
 
 
 
 
Metformina 
 
 
 
Glitazonas 
Actúan a nivel 
muscular y hepático 
disminuyendo la 
resistencia a la 
insulina y, en menor 
medida, disminuye la 
producción hepática 
de glucosa. 
 
Aumento de peso, 
hepatotoxicidad, 
edemas, incremento 
de la incidencia de 
insuficiencia cardíaca, 
aumento de fracturas 
[17, 19]. 
 
 
 
 
 
Pioglitazona 
 
 
 
Inhibidores de 
α-glucosidasa 
Actúan inhibiendo las 
enzimas que 
hidrolizan los 
oligosacáridos a di- y 
monosacáridos, lo 
cual limita su 
absorción. 
Los efectos 
secundarios se 
producen a nivel 
gastrointestinal: dolor 
abdominal, 
meteorismo y diarrea 
[9]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Acarbosa 
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1.7.3 Productos naturales antidiabéticos: una alternativa para el 
tratamiento de diabetes 
 
Las plantas medicinales juegan un papel importante en el manejo de la 
diabetes mellitus, especialmente en países en desarrollo donde los recursos 
son escasos [2]. Las plantas medicinales usadas para tratar condiciones de 
 
 
 
Meglitinidas 
Estimulan la 
secreción pancreática 
al cerrar canales de K 
dependientes de ATP 
en la célula β del 
páncreas actuando 
sobre una proteína 
distinta a la diana de 
las Sulfonilureas. 
Trastornos visuales, 
alteraciones 
gastrointestinales, 
rinitis, bronquitis, 
dolor de espalda, 
aumento de peso [18].  
 
 
 
 
 
  
Repaglinida 
 
 
 
Miméticos de 
incretina 
 
Actúan sobre 
receptores metabotró-
picos acoplados a 
proteínas G.  
 
Hipoglucemia, 
alteraciones 
gastrointestinales 
[20].  
 
 
H-His-Gly-Glu-
Gly-Thr-Phe-Thr-
Ser-Asp-Leu-Ser-
Lys-Gln-Met-Glu-
Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-Ile-
Glu-Trp-Leu-Lys-
Asn-Gly-Gly-Pro-
Ser-Ser-Gly-Ala-
Pro-Pro-Pro-Ser-
NH2  
Exenatida 
 
 
Inhibidores de  
dipeptidil-
peptidasa-IV 
(DPP-IV) 
Aumentan la 
concentración de la 
incretina GLP-1 al 
inhibir la DPP-IV, 
encargada de la 
descomposición de la 
GLP-1. 
Congestión nasal, 
secreción nasal,  
dolor de garganta, 
dolor de cabeza, 
náusea, vómito, 
pérdida de apetito, 
diarrea. Puede causar 
pancreatitis [20]. 
 
 
 
  
 
Sitagliptina 
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hiperglucemia son de considerable interés para la comunidad etnobotánica ya 
que se ha evidenciado que las plantas han mostrado diversos grados de 
actividad hipoglucemiante y anti-hiperglucémica [2].  
 
Las familias de plantas que han exhibido igual o mayor actividad 
hipoglucemiante que los fármacos comerciales comprenden la familia 
Lamiaceae, Leguminoseae, Liliaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae, Moraceae, 
Rosaceae, Euphorbiaceae y Araliaceae [2]. Se ha reportado que ciertas 
especies de plantas de dichas familias fueron evaluadas en pruebas clínicas 
con pacientes diabéticos tipo 1 y 2 demostrando su eficacia en reducir los 
niveles de glucosa en sangre. Así, el control de la glucosa sanguínea en 
pacientes con DMT2 se logró con la administración de extractos de: Momordica 
charantia, Gymnema sylvestre, Vaccinium myrtillus, Allium sativum, Aloe vera, 
Asteracanthus longifolia, Bauhinia forticate, Atriplex halium, Polygala senega, 
Panax quinquefolius, Myrcia uniflora, Ocimum sanctum, Opuntia streptacantha, 
Trigonella foenum, Hordeum vulgare, Ginkgo biloba, Withania somnifera, 
etcétera [1-2, 21-22].  
 
Algunos compuestos obtenidos de productos naturales que han mostrado 
actividad antidiabética importante son: radicamina A (1), schulzeina A (2), el 
ácido deshidrotetrametenólico (3), la -homofuconojirimicina (4), el ácido 
corosólico  ( Glucosol) (5), ácido 4-(-rahmnopiranosil)-elágico, mirciacitrina 
IV, acarbosa, etcétera [21] (Figura 4).  
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Figura 4. Agentes hipoglucemiantes. 
 
1.7.4 Inhibidores de α-glucosidasa 
La hiperglicemia postprandial es conocida como el primer desorden 
metabólico observado en la DMT2 y un factor importante que contribuye al 
desarrollo de complicaciones asociadas a enfermedades micro- y 
macrovasculares. Una alternativa para reducir la captación de carbohidratos a 
través del intestino es mediante el uso de inhibidores de α-glucosidasa [23-24].  
 
Los inhibidores de α-glucosidasas son una clase de fármacos no sistémicos que 
no se dirigen a un determinado efecto fisiopatológico de la DMT2. Estos 
fármacos inhiben de manera competitiva y reversible a las α-glucosidasas [24], 
enzimas que se encuentran en los bordes de las microvellosidades de los 
enterocitos del intestino delgado y que catalizan el paso final en el proceso de 
digestión de carbohidratos [25]. Las α-glucosidasas se encargan de hidrolizar 
los oligosacáridos de la dieta en disacáridos y monosacáridos, los que 
posteriormente son absorbidos en el intestino hacia el torrente sanguíneo. Al 
inhibir estas enzimas, se retarda pero no se impide la absorción de los 
carbohidratos ingeridos, se reducen los niveles de insulina y de glucosa 
postprandial, y por lo tanto, se controlan y/o retardan las complicaciones 
debidas a la hiperglucemia [25-26]. 
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Las moléculas inhibidoras de α-glucosidasa disponibles en las terapias 
antidiabéticas han sido obtenidas a partir de productos naturales o mediante 
derivatización química de los productos naturales con mayor potencial 
farmacológico (Tabla 2) [14].  
 
Tabla 2. Inhibidores de α-glucosidasa en investigación y/o en el mercado. 
NOMBRE DE 
COMPUESTO 
ESTRUCTURA 
QUÍMICA 
GLICOSIDASA  
BLANCO 
COMENTARIOS 
Nojirimicina    
   
α- y β-
glucosidasas 
Fue el primer sacárido 
mimético natural 
aislado de una cepa 
de Streptomyces en 
1966 [14]. Potente 
inhibidor del virus del 
SIDA. 
Desoxinojirimicina    
   
α- glucosidasa Se obtiene a partir de 
Nojirimicina y de 
Bacillus o 
Streptomyces. Sirve 
de molde para la 
síntesis de análogos 
más potentes 
(miglitol) [14]. 
Miglitol 
    
   α- amilasa Es un derivado de la 
Desoxinojirimicina, 
desarrollado con el fin 
de potenciar su efecto 
in vivo [14]. 
Castanospermina  
   
α- y β-
glucosidasas. 
Aislada de la 
leguminosa Australe 
castanospermum en 
1981. Además, es un 
potente inhibidor del 
virus del dengue 
[14,27]. 
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Valienamina 
      
α- glucosidasa Producida por 
Pseudomonas 
denitrificans [14]. 
Potente inhibidor 
enzimático. 
Voglibosa 
 
α-glucosidasa Disponible sólo en 
Japón, China y Korea. 
Derivado del producto 
natural Valiolamina 
obtenido del 
microorganismo 
Streptomyces 
hygroscopicus [5]. 
Acarbosa Véase Tabla 1 α-glucosidasa Aislada de 
Actinoplanes 
utahensis por 
investigadores de 
Bayer [14]. 
Actualmente es el 
más estudiado y 
utilizado en el 
tratamiento de DMT2 
[5]. 
 
Gloster y Gideon mencionan que para obtener potentes y específicos 
inhibidores de glucosidasas, se deben de diseñar moléculas que imitan el 
estado de transición que se forma durante la hidrólisis de los oligosacáridos por 
las glucosidasas [14]. 
 
1.7.4.1 Mecanismo de hidrólisis de las glucosidasas 
 
Tradicionalmente, las glucosidasas clásicas contienen dos residuos carboxilatos 
proporcionados por el ácido aspártico, los cuales son responsables de la 
hidrólisis [28].  
 
Inversión de la estereoquímica es un mecanismo de un solo paso, el cual 
permite que el sustrato y una molécula de agua se unan de manera simultánea. 
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Uno de los residuos catalíticos (carboxilato) actúa generalmente como ácido y 
el otro generalmente como una base. La protonación del oxígeno glicosídico por 
el carboxilato ácido y la salida del grupo saliente está acompañada de manera 
concomitante con el ataque nucleofílico por una molécula de agua que ha sido 
desprotonada por el ion carboxilato que actúa como base (Figura 5) [14, 28]. 
 
 
Figura 5. Mecanismo con inversión de la estereoquímica 
 
Retención de la estereoquímica es un mecanismo de doble desplazamiento 
que consiste en dos pasos de inversión: uno de los residuos catalíticos actúa 
como acido/base y el otro actúa como nucleófilo. Durante el primer paso de la 
reacción (glicosilación), el residuo ácido/base protona el oxígeno glicosídico 
para ayudar a salir al grupo saliente después de que el nucleófilo ataque el 
carbono anomérico formándose un intermediario covalente glucósido-enzima. 
En el segundo paso (desglicosilación), el residuo ácido/base desprotona a la 
molécula de agua después de que efectúa un ataque nucleofílico al carbono 
anomérico y desplaza el glucósido (Figura 6) [14, 28]. 
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Figura 6. Mecanismo con retención de la estereoquímica 
 
Sin duda, la elucidación del mecanismo de acción de las α-glucosidasas 
permite diseñar nuevos inhibidores que eventualmente serán prescritos en 
pacientes diabéticos. No obstante la importancia de la Química Medicinal en el 
diseño de fármacos para el tratamiento de la DMT2,  la Farmacognosia también 
ha provisto de productos naturales bioactivos que han sido patentados como 
fármacos o que han servido como moldes para la síntesis o el diseño de 
fármacos análogos.  
 
1.8 Problemática actual 
 
La diabetes mellitus es un grave problema de salud asociado con altos índices 
de morbilidad y mortalidad. Se estima que para el 2030 se duplicará la cantidad 
de personas con esta enfermedad [4]. La diabetes es la principal causa de 
ceguera, amputación de miembros y fallo renal, debido a las complicaciones 
micro y macrovasculares que se presentan en  los pacientes con esta 
enfermedad. 
 
A medida que la prevalencia de este trastorno metabólico aumenta rápidamente 
y que el tratamiento actual no logra estabilizar la enfermedad en la mayoría de 
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los pacientes, la prevención debe ser considerada como un objetivo clave en el 
futuro cercano [6,11].  
 
El Instituto Nacional de Salud Pública reportó que en el 2010 se destinaron 
778,427,475 dólares para atender los costos directos e indirectos de pacientes 
diabéticos en diversas instituciones de salud en México (SS, IMSS, ISSSTE, 
Seguros privados de Salud) [29]. Los recursos destinados a la diabetes en 
México dan evidencia del impacto económico que ésta enfermedad tendrá para 
nuestro país en el corto y largo plazo si no se toman las medidas pertinentes 
que permitan reducir dichos costos. 
 
Los fármacos que actualmente se utilizan para el tratamiento de la diabetes no 
son tan eficaces además de que presentan muchos efectos adversos como 
hipoglucemia, hepatotoxicidad, acidosis láctica, que traen como consecuencia 
daños en órganos y tejidos que primeramente no fueron afectados por la 
enfermedad conduciendo a una progresión acelerada de la enfermedad, y por 
ende, a una muerte prematura [30]. 
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CAPITULO 2 
 
 
JUSTIFICACIÓN, OBJETO DE ESTUDIO, HIPÓTESIS y OBJETIVOS 
 
 
2.1 Justificación del proyecto 
 
 
Los altos índices de mortalidad por diabetes, los altos costos requeridos para el 
tratamiento de un paciente diabético y los efectos secundarios que causan los 
medicamentos prescritos hoy en día (véanse Figura 1 y 3 y Tabla 1) [17], son 
factores suficientes a considerar para proponer proyectos de investigación 
dirigidos a la búsqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos que impidan la 
progresión de la enfermedad, o bien, que la retarden. Así, algunas propuestas 
científicas pueden fundamentarse en el potencial que han mostrado las plantas 
medicinales como una fuente importante de nuevos agentes antidiabéticos 
(véase Figura 4) [30], en el conocimiento etnomédico y las relaciones 
quimiotaxonómicas de las plantas. 
 
Partiendo de la premisa de que la inhibición de α-glucosidasa es una estrategia 
relevante que puede prevenir niveles altos de glucosa en sangre y en 
consecuencia puede prevenir complicaciones micro- y macrovasculares, el 
presente proyecto de investigación se plantea la prospección química y 
farmacológica de algunas plantas usadas en la medicina tradicional mexicana 
para el tratamiento de la diabetes, con la finalidad de encontrar nuevos 
inhibidores de α-glucosidasa que impidan la progresión de la enfermedad. 
 
2.2 Objeto de estudio 
 
La selección de las especies de plantas superiores presentes en este proyecto 
de investigación, fue realizada previamente en base al criterio etnomédico (uso 
popular para tratar la diabetes) y en base al criterio quimiotaxonómico, es decir, 
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con especies de plantas reportadas en la literatura por contener productos 
naturales de estructura similar a los inhibidores de -glucosidasa listados en la 
Tabla 2.  
 
2.2.1 Ibervillea sonorae  
 
Ibervillea es un sinónimo adoptado posteriormente al de Maximowiczia 
sonorae. Ibervillea sonorae es una planta trepadora bisexual conocida como 
wereke. La hembra tiene forma de camote blanco-cenizo con cinco hojitas, flor 
color beige y fruto parecido a una sandía pequeña y pinta. El macho se 
presenta como un camote ovalado blanco-cenizo con barbitas enredadas. Se 
localiza en Sonora y Sinaloa (México). Tanto la raíz como las ramas se usan 
para curar la diabetes, las reumas, las llagas, las úlceras y las fístulas; de tal 
forma que, se le pueden atribuir propiedades antiséptica, cicatrizante, 
antirreumática e hipoglucémica [31-32]. 
 
2.2.2 Smilax sp. 
 
Es una planta trepadora que brota de un rizoma leñoso hemisférico de 
cinco metros o más de largo. Los tallos poseen espinas, hojas cordiformes y de 
puntas angostas, flores pequeñas unisexuales, frutos negros y globosos. Esta 
especie es originaria de México y distribuida en los estados de Guerrero, 
Veracruz, Oaxaca, Colima y Tabasco. Habita en climas cálidos y semicálidos 
hasta 700 msnm. Se encuentra asociada a bosques tropicales subcaducifolios. 
Conocida vulgarmente como Cocolmeca e identificada con varios nombres 
científicos: Smilax cordifolia, Smilax acutifolia, Smilax invenusta y Smilax 
schiedeana, por lo cual se ha establecido que el producto comercial 
denominado Cocolmeca es una mezcla de dos o más especies de Smilax. Se 
ha reportado que la raíz de la Cocolmeca es usada en la medicina tradicional 
para el tratamiento de la obesidad, celulitis, diabetes ligera, úlceras, parasitosis 
y sífilis [33-34]. 
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2.2.3 Senecio angulifolius 
 
Es una hierba que puede medir de 0.4 a 1.20 metros de altura y que se 
conoce comúnmente como guardalobo en Durango y otros estados de la 
República Mexicana. Crece a orillas de caminos a 1000 msnm. Posee 
cabezuelas de 7 cm de diámetro rodeadas de pétalos amarillos, hojas 
alternadas y ovaladas. Crece como una maleza en algunas regiones de 
Durango y Querétaro. Es notoria y vigorosa durante el verano y se seca en el 
mes de noviembre. Las cabezuelas de la planta son usadas para cicatrizar 
heridas, para tratar várices y para prevenir o curar el pie diabético [35]. Se ha 
reportado en la literatura que las especies del género Senecio contienen 
alcaloides pirrolizidínicos, los cuales exhiben similitudes estructurales a los 
inhibidores de -glucosidasa prescritos hoy en día (véase Tabla 2) [36], por 
consiguiente, S. angulifolius fue seleccionada por la aproximación 
quimiotaxonómica que guarda esta especie con otras del mismo género. 
 
Para seleccionar el objeto de estudio de este proyecto de investigación, las 3 
especies de plantas fueron sometidas a un criterio adicional, el criterio 
farmacológico mediante la ponderación de la actividad inhibitoria de α-
glucosidasa de las 3 especies con el fin de conocer que especie posee este 
efecto. Los resultados de esta evaluación se muestran en la Tabla 4 (véase 
sección de resultados), en la cual se observa que los extractos orgánicos que 
corresponden a la especie Smilax exhiben una potente actividad 10 veces 
mayor con respecto a la actividad mostrada por el control positivo (Quercetina).  
 
De acuerdo a lo anterior, se eligió Smilax sp. como el objeto de estudio de este 
proyecto. 
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2.3 HIPÓTESIS 
 
Las raíces de Smilax sp. contienen nuevos productos naturales con 
propiedades inhibitorias de α-glucosidasa en igual o mayor magnitud que la 
Quercetina. 
 
2.4 OBJETIVOS 
 
2.4.1 Objetivo general 
Realizar la detección de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa del extracto 
orgánico de Smilax sp.; así como, el aislamiento biodirigido, la caracterización 
estructural y las evaluaciones biológicas de los metabolitos secundarios 
obtenidos del extracto orgánico. 
 
2.4.2 Objetivos específicos 
1.- Compilar información bibliográfica. 
2.- Realizar la extracción orgánica a macroescala de Smilax sp. 
4.- Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto orgánico de Smilax sp. 
5.-Elucidar y caracterizar la estructura molecular de los metabolitos secundarios 
aislados de las fracciones más activas. 
6.- Evaluar la actividad inhibidora de la α-glucosidasa de los compuestos puros. 
7.-Analizar los resultados farmacológicos para identificar prototipos 
moleculares. 
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CAPITULO 3 
 
 
ANTECEDENTES 
 
 
3.1 Generalidades 
 
Desde tiempos antiguos, las plantas se han utilizado para tratar muchas 
enfermedades y está evidenciada por documentos sobre el uso de plantas 
medicinales provenientes de China que se remontan a 2,800 a. de C. [40]. 
 
Se reporta que en el mundo se utilizan aproximadamente 80,000 especies de 
plantas [40] y en México se usan 2,000 especies, de las cuales, el 78% son 
utilizadas para el tratamiento de infecciones de tipo digestivo, respiratorio y 
cutáneo [41]. 
 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que 4 mil millones de 
personas, el 80% de la población mundial, utilizan las plantas medicinales 
durante algún aspecto de atención primaria de salud [40]. 
 
Los productos naturales han proporcionado destacada contribución a la terapia 
moderna como por ejemplo, los anticancerígenos vincristina, vinblastina, 
polidofilotoxina [40]; los antimicrobianos doripenem, tigeciclina [3]; los 
antidiabéticos exenatida y metformina [2]; por lo que la naturaleza sigue 
ofreciendo moléculas que sirven como base para la obtención de nuevos 
agentes farmacológicos [2]. 
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Considerando que el objeto de estudio de este proyecto es la especie Smilax 
sp., se realizó una compilación bibliográfica sobre el tipo de metabolitos 
secundarios más representativos que estuvieran presentes en las especies del 
género Smilax, así como las actividades farmacológicas más sobresalientes de 
las mismas. 
 
3.2 Perfil fitoquímico del género Smilax 
 
El género Smilax pertenece a la familia Smilacaceae y ésta es una familia de 
arbustos trepadores que comprende aproximadamente 260 especies que se 
encuentran distribuidas en mayor proporción en Asia y América (Figura 7) [42, 
43].  
 
Figura 7. Distribución de especies del género Smilax en el mundo [44]. 
 
Las raíces de numerosas especies de Smilax son comúnmente conocidas como 
sarsaparilla [42]. 
 
En diversos estudios realizados a este género, se han reportado saponinas o 
sapogeninas esteroidales de tipo furostano y espirostano: diosgenina (6), 
esmilagenina, sarsasapogenina (7), parillina (8); estilbenos: trans-resveratrol 
(9), 3β-(3’,5’-dihidroxifenil)-2α-(4’’-hidroxifenil)-dihidrobenzofuran-5-
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carbaldehido(10); flavan-3-oles glucosidados: (2S,3S)-5-O-β-D-
glucopiranosiloxi-6-metil-3’-metoxi-3,7,4’-trihidroxiflavona(11), (2S,3S)-5-O-β-D-
glucopiranosiloxi-6-metil-4’-metoxi-3,7,3’-trihidroxiflavona(12); flavonoides: 
astilbin (13); antocianinas: cianidina 3-O-β-rutinósido (14), pelargonidina 3-O-
rutinósido (15); catequinas: catequin-(5,6-5)-4-β-(3,4-dihidroxifenil)-dihidro-
2(3H)-piranona, catequina (16); fitoesteroles: β-sitosterol(17); triterpenos;  
fenilpropanoides glucosidados: smilásida D (18), E (19), F (20); alcaloides, 
carbohidratos, gomas, mucílagos, mezcla de aceites, compuestos polifenólicos 
y taninos (Figura 8) [ 42,45-49]. 
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Figura 8. Algunos metabolitos aislados de especies del género Smilax. 
 
3.3 Importancia Farmacológica del género Smilax 
 
El género Smilax es conocido por contener abundantes  saponinas esteroidales, 
las cuales exhiben actividad citotóxica, hemolítica, antinflamatoria, antifúngica y 
antibacteriana [42, 45-46]. 
 
Las especies S. glauca, S. rotundifolia L., S. china, se emplean tradicionalmente 
para el tratamiento de reumatismo, sífilis, artritis reumatoide, lepra y psoriasis 
[42]. S. aspera se ha usado para el tratamiento de los síntomas de la 
menopausia en mujeres, para el tratamiento de la diabetes y como antioxidante 
[45]. Los rizomas de S. domingensis (Figura 9) se utilizan en la medicina 
tradicional de Guatemala como anti-inflamatorio, antiséptico, tónico, diurético, 
antiprurítico y antifúngico. Adicionalmente, se han realizado estudios para 
determinar la actividad antimicrobiana  y antitumoral de esta especie y reportan 
que esos efectos son debido a la presencia de la parillina (8) [48]. 
 
Smilásida  R1 R2 R3 R4 
D (18) X COCH3 H H 
E (19) X H H COCH 
F (20) X’ H COCH3 COCH 
X’= X= 
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Las saponinas esteroidales y agliconas, obtenidas de algunas especies como S. 
medica (Figura 9),  S. oficcinalis y S. ripax,  han demostrado poseer  actividad 
citotóxica. Especies como S. glabra y S. aspera (Figura 9) poseen actividad 
contra la sífilis. También se ha demostrado la actividad antileprótica de S. 
ornata y una baja actividad antifúngica de saponinas aisladas de S. medica 
(CI50 = 12.5-50 μg/mL) frente a tres  especies de Candida en comparación con 
el ketoconazol (CI50 = 0.78-1.56 μg/mL) [43]. 
 
Por otro lado, se realizó un estudio del extracto etanólico de S. china, la cual 
presentó actividad citotóxica frente a las líneas celulares KB-Hela (carcinoma 
cérvico humano) y DLD-1(tumor de colon humano) y que posteriormente fue 
fraccionado,  lo que llevó al aislamiento de fenilpropanoides como smilásidos  D 
(18), E (19) y F(20), los cuales presentaron actividad citotóxica  contra la línea 
celular DLD-1 (DL50 = 2.7-5 μg/mL) [50].  
 
Algunos grupos de investigadores se han dedicado al estudio de S. zeylanica 
(Figura 9) [49, 51],  especie que es muy utilizada en la medicina Ayurvédica 
para el tratamiento de diversos padecimientos como enfermedades de la piel, 
demencia, diarrea, sífilis, gonorrea, artritis e impotencia. Se han realizado 
estudios con diferentes partes de la planta  para determinar diversas 
actividades farmacológicas destacando el estudio realizado por Hooda y cols. 
[49], en el cual se evaluó la actividad antidiabética in vivo, a partir del extracto 
metanólico de las hojas de esta especie, demostrándose una disminución de la 
hiperglucemia en ratas diabéticas equiparable al estándar glibenclamida. Los 
autores sugirieron que el mecanismo de acción del extracto metanólico puede 
ser debido al aumento de la secreción de insulina de las células-β del páncreas. 
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Li y cols., realizaron un estudio para determinar la actividad nefroprotectora del 
flavonoide astilbin (13), obtenido del rizoma de S. glabra. Los resultados 
sugirieron que el efecto nefroprotector de astilbin podría estar relacionado con 
la inhibición de la expresión de TGF-β1 (factor de crecimiento transformante β1) 
y CTGF (factor de crecimiento de tejido conectivo), especialmente CTGF. La 
inhibición de la expresión de CTGF puede ser un objetivo potencial de astilbin 
en terapia de la nefropatía diabética [52].  
 
             
         Smilax medica                                 Smilax china                                 Smilax glabra                                                                         
 
         
                
                Smilax zeylanica                        Smilax  aspera                            Smilax domingensis                                                                  
                             
    Figura 9. Algunas especies del género Smilax 
 
 
 
 
 
 
 
 
28 
 
 
 
CAPITULO 4 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
La parte experimental de este proyecto de investigación se realizó en dos 
lugares:  
 
 La parte fitoquímica del proyecto se realizó en el Laboratorio de Química 
de Productos Naturales que se encuentra en la División de Estudios de 
Posgrado de la Facultad de Ciencias Químicas, Universidad Autónoma 
de Nuevo León. 
 
 El ensayo enzimático se realizó en el Laboratorio de Ensayos Biológicos 
localizado en  el Instituto de Química  de la Universidad Nacional 
Autónoma de México. 
 
4.1 Materiales y equipo 
 
 
Para la realización de cromatografías en columna se utilizaron como fase 
estacionaria: gel de sílice (SiO2) marca EMD chemicals Inc. con un grosor de 
0.040-0.063 mm (230-400 mesh) en la mayoría de las ocasiones;  gel de sílice 
de fase reversa C18 marca Sigma Aldrich; celulosa microcristalina NP. Los 
disolventes utilizados fueron hexano (Hex), éter dietílico, éter de petróleo,  
acetato de etilo (AcOEt), diclorometano (DCM), cloroformo (CHCl3) butanol 
(BuOH), metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), acetona, ácido acético (AcOH), 
agua (H2O). 
 
Para la realización de cromatografía en capa fina preparativa se utilizaron 
cromatofolios marca Fluka analytical DC-Alufolien-Kiesegel de un grosor de 0.2 
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mm con indicador fluorescente UV254nm. Como reveladores se usaron una 
lámpara de UV marca Spectroline (λ 254 y 365 nm), solución de sulfato cérico 
amoniacal en ácido sulfúrico 2N, solución de ácido p-toluensulfónico, solución 
de cloruro férrico, solución de vainillina, solución de p-anisaldehído, solución de 
ácido fosfomolíbdico. 
 
Durante todo el proyecto se utilizó el evaporador rotativo marca Yamato modelo 
BM500. La determinación de punto de fusión de compuestos se determinó en 
un aparato Fischer-Johns. 
 
4.2 Material vegetal 
 
Para la selección del objeto de estudio se utilizaron las siguientes especies de 
plantas: Ibervillea sonorae (raíz) 1, Smilax sp. (raíz) 2  y Senecio angulifolius 
(cabezuelas) 3 (Figura 10). 
 
El material vegetal cocolmeca (Smilax sp.) y wereke (Ibervillea sonorae) fueron 
provistos por la Dra. Carmelita García Padrón quien es propietaria de la 
microempresa Natura Select en Morelia Michoacán (Domicilio: Carpinteros de 
Paracho 416-A, Colonia Vasco de Quiroga. Morelia, Michoacán. C.P. 58230). 
La colecta del material vegetal guardalobo (Senecio angulifolius) fue realizada a 
un costado de la carretera panamericana número 45, en el tramo que va de la 
Ciudad de Durango a Parral. Las plantas se encontraban a las faldas del Cerro 
de Mercado en un terreno pedregoso y con bastante maleza (zacate). 
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                  (1)                                     (2)                                      (3) 
Figura 10. Especies utilizadas para la selección del objeto de estudio [37-39]. 
 
4.3 Obtención de los extractos orgánicos a micro escala 
 
La obtención de los extractos orgánicos se realizó por maceración estática y se 
realizaron a las 3 especies de plantas. 
 
Treinta gramos de material vegetal pulverizada fueron macerados en 150 mL de 
DCM:MeOH en una proporción (1:1) por 24 horas. Posteriormente, el macerado 
se filtró al vacío y se concentró en un rotaevaporador hasta sequedad. Este 
procedimiento se realizó 3 veces con el mismo material vegetal. Después de 
haber realizado las 3 maceraciones, se recuperó el material vegetal, se filtró y 
se dejó reposar por 48 horas en etanol (EtOH). Se procedió a filtrar a vacío y se 
concentró a sequedad en un rotaevaporador.  
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4.4. Estudio fitoquímico 
 
 
4.4.1 Obtención del extracto orgánico a macroescala 
 
Después de haber analizado los resultados de la inhibición enzimática 
(véase tabla 4), se tomó la decisión de realizar el estudio fitoquímico a 
macroescala para Smilax sp. Las raíces de Smilax sp. previamente 
pulverizadas fueron sometidas a una maceración de 48 horas y 2 maceraciones 
consecutivas de 24 horas. 
 
4.4.2 Maceración del material vegetal 
 
Se colocó 1.4 Kg de material vegetal  repartidos en 4 matraces 
Erlenmeyer de 2 L, se dejó reposar el material vegetal en 4 L de DCM:MeOH 
repartidos en los 4 matraces por 48 horas. Pasado ese tiempo se procedió a 
filtrar a vacío y a concentrar el decantado en un rotaevaporador hasta 
sequedad. Posteriormente, se recuperó el material vegetal utilizado 
anteriormente y se dejó reposar en DCM:MeOH por 24 horas. Se procedió a 
filtrar, colectar el decantado  y concentrar en evaporador rotativo hasta 
sequedad. El procedimiento anterior se repitió una vez más. 
 
 
Realizar la 
extracción 
orgánica a 
macroescala 
con el 
sistema 
CH2Cl2:MeO
H (1:1) de 
Smilax sp.  
Fracciona-
miento del 
extracto 
orgánico de 
Smilax sp. 
Ponderar la 
actividad 
inhibitoria de 
α-
glucosidasa 
de las 
fracciones 
obtenidas en 
el paso 
anterior.  
Aislar, 
purificar y 
caracterizar 
la estructura 
molecular de 
los productos 
naturales 
contenidos 
en las 
fracciones 
más activas 
del paso 
anterior. 
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4.4.3 Fraccionamiento del extracto orgánico 
 
El fraccionamiento del extracto orgánico de Smilax sp. (46g)  se realizó 
por cromatografía en columna  de vidrio (80 cm de largo x 12 cm de diámetro). 
Se utilizó como fase estacionaria gel de sílice (malla 230-400) y fase móvil 
Hex:AcOEt en gradiente, AcOEt:MeOH en gradiente, EtOH 100%, EtOH:H2O 
(90:10)  y MeOH:AcOH (90:10). 
 
4.5 Ensayo enzimático 
 
4.5.1 Ensayo de Inhibición de -glucosidasa 
          
Es una técnica basada en el rompimiento del enlace -1,6-glicosídico en 
el sustrato p-nitrofenil--D-glucopiranósido (Figura 10), el cual es detectado por 
su absorbancia a 405 nm en placas de 96 pozos [53]. 
 
 
 
 
 
Figura 11. Hidrólisis de p-nitrofenil-α-D-glucopiranósido con α-glucosidasa.  
 
4.5.2 Metodología 
Se prepara una mezcla de reacción con 25 L de -glucosidasa (0.2 
U/mL) de la compañía Aldrich, 25 L de una solución 23.2 mM de p-nitrofenil--
D-glucopiranósido, 25 L de varias concentraciones de las muestras a evaluar y 
175 L de un regulador de fosfatos 67 mM (pH = 6.8). El volumen final de la 
reacción es de 250 L. La mezcla de reacción se incuba a 37 oC por 15 minutos 
y luego se adicionan 50 L de una solución 1 M de carbonato de sodio para 
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X 100 
detener la reacción. El control negativo se prepara adicionando el regulador de 
fosfatos en lugar de la muestra a evaluar. El control positivo se realiza con la 
quercetina. El blanco se prepara adicionando el regulador de fosfatos en lugar 
de la -glucosidasa.  El porcentaje de inhibición se calcula mediante la 
siguiente ecuación  (donde DO = Dispersión óptica): 
 
     % de Inhibición=  [(DOcontrol negativo- DOblanco)-(DOmuestra- DOcontrol positivo)] 
                                                        (DO control negativo- DO blanco) 
 
 
4.5.3 Análisis estadístico 
  
 Los valores de CI50 de las muestras fueron calculados por un análisis de 
regresión no lineal expresados como el promedio de tres a cuatro experimentos 
independientes ± error estándar de la media. Los datos se sometieron a un 
análisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar 
grupos con diferencia significativa. Los valores de p  0.05 (*)  se consideraron 
como diferencia significativa con respecto al control.  
 
4.6  Estudio biodirigido 
 
 
 
 
Recolección de 
las raíces de 
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molienda 
Preparación del 
extracto 
orgánico. 
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la actividad 
inhibitoria de α-
glucosidasa de 
las fracciones 
obtenidas. 
Aislamiento y 
purificación de 
los compuestos 
de las 
fracciones más 
activas. 
Evaluación de 
la actividad 
inhibitoria de α-
glucosidasa de 
los compuestos 
puros. 
Identificación de 
los compuestos 
obtenidos por  
técnicas 
espectroscópicas  
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4.7 Aislamiento de compuestos. 
 
El fraccionamiento del extracto orgánico se realizó mediante diversas técnicas 
cromatográficas: cromatografía en columna, cromatografía en capa fina, 
cromatografía en papel, cromatografía de placa preparativa. [54]. Para el 
extracto crudo se empleó la  cromatografía en columna a gravedad o vacío y 
para el fraccionamiento del extracto se utilizó cromatografía en columna y 
cromatografía de capa delgada. 
 
Reacción de Acetilación 
 
          
 
 
 
 
 
Muestra K 
(7.8g)  
+  
Piridina 
(20mL) 
Agregar 
Anhídrido acético 
(5 mL) y dejar en 
agitación  por 36 
horas 
Agregar 25 
mL de HCl al 
10% y agitar 
por 1 hora. 
Pasar  la 
mezcla a un 
embudo de 
separación y 
agregar  50 
mL de AcOEt.  
Retirar Fase 
acuosa y 
recuperar 
Fase 
orgánica. 
Agregar a la fase 
orgánica 50 mL  de 
HCl 10% y agitar 
lentamente, retirar la 
fase acuosa (2x) 
Concentrar con un 
evaporador rotativo la 
fase orgánica para su 
posterior 
fraccionamiento. 
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Reacción de metilación 
 
 
 
 
 
  
 
 
4.8 Identificación de compuestos 
 
La elucidación estructural de los compuestos purificados se realizó mediante 
métodos espectroscópicos (Resonancia Magnética Nuclear). Los espectros de 
Resonancia Magnética Nuclear de 1H y 13C se obtuvieron en espectrómetros 
analíticos Varian Unity a 75, 100, 300 y 400 MHz empleando como disolvente 
CDCl3 (cloroformo deuterado), C5D5N (piridina deuterada) y como estándar 
interno tetrametilsilano (TMS). 
 
 
Muestra 
G8 (85mg)  
+  
THF (3 mL) 
Agregar ( 6 mg) 
de NaH y dejar 
la reacción en 
agitación a 
0°C. 
Agregar 0.5 
mL de CH3l  
y dejar en 
agitación 
por 12 h. 
Vertir a un 
embudo de 
separación 
0.7 mL de 
H2O. 
Pasar  la 
mezcla al 
embudo de 
separación  
y mezclar 
lentamente 
Retirar 
Fase 
acuosa  y 
recuperar 
Fase 
orgánica. 
Agregar a la 
fase orgánica  
0.5 mL de H2O y 
agitar 
lentamente, 
retirar la fase 
acuosa (2x) 
Concentrar con 
un evaporador 
rotativo la fase 
orgánica para su 
posterior 
fraccionamiento 
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CAPÍTULO 5 
 
 
RESULTADOS y DISCUSIÓN 
 
 
5.1 Rastreo primario de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa. 
 
Se realizó un rastreo primario de actividad inhibitoria enzimática de los extractos 
obtenidos de las 3 especies. Se etiquetaron los extractos orgánicos de acuerdo 
a la Tabla 3. 
 
Tabla 3. Códigos utilizados para la identificación de los extractos orgánicos. 
Extractos orgánicos 
DCM:MeOH EtOH 
Especie Código Especie Código 
Ibervillea sonorae Ms Ibervillea sonorae MsEN 
Smilax sp Ss Smilax sp SsEN 
Senecio angulifolius Sa Senecio angulifolius SaEN 
 
Se realizó un rastreo primario de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de los 
6 extractos a 4 concentraciones (1, 10, 100, 1000 ppm, Figuras 12-15).   
 
 
Figura 12. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa a 1 ppm. 
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Figura 13. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa a 10 
ppm. 
 
 
 
Figura 14. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa a 100 
ppm. 
 
 
 
Figura 15. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa a 1000 
ppm. 
 
 
 
38 
 
De acuerdo a lo observado en las gráficas anteriores, los extractos  Sa, Ms y 
MsEn no presentan una actividad inhibitoria de α-glucosidasa relevante. Con 
respecto al extracto SaEN se observa un porcentaje de inhibición de α-
glucosidasa del 60% a una concentración de 100 ppm, mientras que para el 
extracto Ss se observa un 62% de inhibición a 1 ppm y un 99-100% a 10 ppm. 
Por otra parte, el extracto SsEN exhibió un intervalo de inhibición de 95 a 100% 
a las 4 concentraciones. 
 
Los resultados obtenidos en el rastreo primario de actividad inhibitoria a cuatro 
concentraciones, ayudaron a determinar el rango de concentraciones a utilizar 
para calcular la concentración inhibitoria media (CI50) de los extractos orgánicos 
obtenidos de Smilax sp. que mostraron una potente actividad (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Concentración Inhibitoria Media de extractos orgánicos y quercetina. 
Muestra   Concentración 
(μg/ml) 
 405 nm Inhibición 
(%) 
CI50 
SaEN 10 
31.62 
100 
316.2 
1000 
 1.866±0.186 
1.509±0.122 
0.886±0.144* 
0.397±0.103* 
0.097±0.055* 
 -9.40±2.25 
10.63±3.77 
48.42±5.35* 
78.15±4.08* 
94.29±2.72* 
  
  
100.65±24.86 
μg/mL 
SsEN 0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.78 
 1.268±0.082 
1.019±0.115 
0.657±0.079* 
0.194±0.039* 
0.048±0.005* 
 -5.52±8.25 
15.66±8.73 
44.65±8.71* 
83.76±3.41* 
95.96±0.53* 
  
  
0.55±0.11 μg/mL 
Ss 0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.78 
 1.173±0.017 
0.911±0.035* 
0.539±0.047* 
0.162±0.033* 
0.038±0.002* 
 7.33±1.78 
28.11±2.35* 
57.39±3.77* 
87.17±2.75* 
96.98±0.19* 
  
  
0.49±0.02 μg/mL 
Quercetina 1 
1.78 
3.16 
5.62 
10 
 1.883±0.080 
1.774±0.087 
1.530±0.125* 
0.944±0.195* 
0.344±0.069* 
 6.71±0.40 
12.14±1.29 
24.24±4.94* 
53.39±8.74* 
82.89±3.44* 
  
  
5.28±0.57 μg/mL  
Los valores representan el promedio de tres a cuatro experimentos independientes ± error estándar de la media. Los 
datos se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar grupos con 
diferencia significativa. Los valores de p < 0.05 (*)  se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.  
λ a 405nm promedio del control = 1.241. 
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La Tabla 4 muestra que  el extracto Sa (Senecio angulifolius) posee una CI50 de 
100.65±24.86 μg/ml, que en comparación con el control positivo quercetina 
(5.28±0.57 μg/ml), presenta una moderada actividad inhibitoria (20 veces 
menos potente). Por otra parte, los extractos SsEn y Ss (Smilax sp.) muestran 
CI50 de 0.55±0.11 y 0.49±0.02 μg/mL respectivamente, por lo que en 
comparación con el control positivo quercetina (5.28±0.57 μg/mL) se observa 
que los extractos son 10 veces más potentes que el control positivo. Por lo 
anterior, se decidió trabajar con los extractos orgánicos de Smilax sp. para la 
continuación de este proyecto. 
 
5.2 Estudio fitoquímico de Smilax sp. 
  
Se realizó el estudio fitoquímico a macroescala para Smilax sp. Las raíces de 
Smilax sp. (1.4 Kg) previamente pulverizadas fueron sometidas a una 
maceración de 48 horas y 2 maceraciones consecutivas de 24 horas para la 
obtención del extracto orgánico (46 g). Posteriormente, se realizó el 
fraccionamiento del extracto obteniéndose un total de 687 fracciones de 1 L 
cada una, las cuales fueron reunidas de acuerdo a la similitud cromatográfica 
que se observó durante su monitoreo por cromatografía de capa fina (CCF) con 
indicador UV en cromatofolios y reveladas con sulfato cérico amoniacal, 
obteniéndose un total de 18 fracciones etiquetadas por las letras del abecedario 
de la A-R (Tabla 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Raíces de Smilax sp. 
 Obtención del extracto 
orgánico a macroescala con 
maceración en DCM:MeOH. 
Extracto orgánico de Smilax sp. 
Fraccionamiento del extracto 
orgánico a macroescala por 
cromatografía en columna. 
      A      B     C      D        E     F      G      H      I       J      K      L    M     N       O        P        Q     R 
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Tabla 5. Fracciones obtenidas del extracto Smilax sp. 
Fracción Peso (g) Fracción Peso (g) Fracción Peso (g) 
A 0.046 G 1.75 M 5.23 
B 0.189 H 2.72 N 4.22 
C 0.880 I 2.38 O 4.29 
D 1.11 J 4.824 P 1.89 
E 0.146 K 4.78 Q 3.8 
F 0.655 L 5.49 R 1.588 
 
5.3 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de las 
fracciones obtenidas del extracto crudo de Smilax sp. 
 
Se realizó un rastreo primario de la actividad inhibitoria enzimática de las 
fracciones obtenidas para seleccionar las fracciones más activas y para conocer 
el intervalo de concentraciones a utilizar con el fin de poder determinar su CI50.  
 
Tabla 6. Porcentajes de inhibición de α-glucosidasa a tres concentraciones. 
Fracción Concentración (ppm) DO405nm % Inhibición de    α- glucosidasa 
A 1 1.742 9.57 
 10 1.376 28.55 
 100 0.087 95.48 
C 1 1.552 19.45 
 10 0.912 52.67 
 100 0.023 98.82 
D 1 1.407 26.96 
 10 0.908 52.86 
 100 0.079 95.90 
E 1 1.367 29.05 
 10 1.124 41.65 
 100 0.097 94.96 
F 1 1.829 5.05 
 10 1.083 43.78 
 100 0.106 94.50 
G 1 1.404 23.72 
 10 0.258 85.98 
 100 0.186 89.87 
H 1 1.430 22.29 
 10 0.064 96.50 
 100 0.202 89.00 
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I 1 1.698 7.75 
 10 0.208 88.68 
 100 0.052 97.17 
J 1 0.874 9.56 
 10 0.058 28.552 
 100 0.109 95.484 
K 1 0.147 88.42 
 10 0.042 96.73 
 100 0.056 95.63 
L 1 0.094 92.59 
 10 0.034 97.33 
 100 0.060 95.26 
M 1 0.032 97.46 
 10 0.031 97.54 
 100 0.044 94.54 
N 1 0.038 97.04 
 10 0.047 96.31 
 100 0.125 90.18 
O 1 0.038 96.51 
 10 0.041 96.23 
 100 0.274 74.79 
P 1 0.037 96.57 
 10 0.048 95.59 
 100 0.135 87.56 
Q 1 0.044 97.61 
 10 0.040 97.845 
 100 0.134 92.738 
R 1 0.044 97.61 
 10 0.040 97.827 
 100 0.134 92.702 
 
Los resultados obtenidos en el rastreo actividad inhibitoria enzimática de las 
fracciones obtenidas (Tabla 6), mostraron que la fracción O posee una potente 
actividad a 1 y 10 ppm pero al incrementar la concentración a 100 ppm se 
observó que la actividad inhibitoria disminuía un 18%. Lo anterior puede ser 
atribuido a un antagonismo presente entre las moléculas contenidas en esta 
fracción O.  
Por otro lado, a partir de la fracción K se observó una potente actividad 
inhibitoria de α-glucosidasa a una concentración de 1 ppm, por lo que se 
determinaron las CI50 de dichas fracciones (Tabla 7). 
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Tabla 7. Concentración Inhibitoria Media de las fracciones más potentes. 
Muestra   Concentración (ppm)  405 nm Inhibición (%) CI50 
K Control 
0.32 
0.56 
1 
1.78 
3.16 
1.25±0.04 
0.99±0.07 
0.76±0.09* 
0.49±0.11* 
0.23±0.07* 
0.09±0.02* 
- 
20.70±5.82 
38.43±8.66* 
60.22±10.22* 
81.06±6.65* 
92.01±1.79* 
 
0.92±0.23 ppm 
L Control 
0.1 
0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.25±0.04 
1.14±0.10 
0.93±0.08* 
0.68±0.06* 
0.39±0.06* 
0.19±0.03* 
- 
1.79±6.86 
20.30±7.08* 
42.36±3.08* 
69.19±5.27* 
87.39±4.09* 
 
0.38±0.03 ppm 
M Control 
0.1 
0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.25±0.04 
0.95±0.06* 
0.71±0.08* 
0.37±0.08* 
0.12±0.03* 
0.04±0.01* 
- 
23.69±4.36* 
43.37±6.14* 
69.92±6.25* 
90.31±2.97* 
96.62±0.99* 
 
0.20±0.03 ppm 
N Control 
0.1 
0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.23±0.05 
0.83±0.05* 
0.50±0.03* 
0.19±0.03* 
0.05±0.007* 
0.03±0.003* 
- 
32.90±3.28* 
59.61±0.75* 
84.41±2.29* 
95.30±0.34* 
97.32±0.19* 
 
0.15±0.006 ppm 
O Control 
0.1 
0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.70±0.19 
1.26±0.19* 
0.73±0.12* 
0.26±0.07* 
0.06±0.01* 
0.02±0.006* 
- 
30.28±6.94* 
59.22±6.20* 
85.50±3.85* 
96.35±0.78* 
98.63±0.32* 
 
0.15±0.004 ppm 
P Control 
0.1 
0.18 
0.32 
0.56 
1 
1.98±0.14 
1.23±0.17* 
0.69±0.19* 
0.32±0.09* 
0.09±0.02* 
0.04±0.02* 
- 
38.10±5.92* 
65.70±7.85* 
84.35±3.32* 
95.39±0.95* 
97.95±1.01* 
 
0.13±0.02 ppm 
Q Control 
0.03 
0.06 
0.1 
0.18 
0.32 
1.70±0.23 
1.42±0.24 
1.27±0.23* 
0.74±0.27* 
0.34±0.10* 
0.08±0.02* 
- 
17.89±5.26 
26.91±7.2* 
54.76±15.63* 
79.21±6.2* 
95.50±1.07* 
 
0.097+0.01 ppm 
 
R Control 
0.1 
0.18 
0.32 
0.56 
1 
2.08±0.08 
1.53±0.04* 
1.03±0.03* 
0.33±0.004* 
0.05±0.01* 
0.02±0.01* 
- 
26.22±4.30* 
50.50±1.98* 
83.79±0.86* 
97.22±0.76* 
98.80±0.64* 
 
0.169±0.009 ppm 
Quercetina Control 
1.78 
3.16 
5.62 
10 
 - 
19.56±4.11 
48.45±7.07* 
80.28±5.77* 
94.01±4.43* 
 
3.36±0.39 ppm 
 Los valores representan el promedio de tres a cuatro experimentos independientes ± error estándar de la media  ESx . 
Los datos se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar grupos con 
diferencia significativa. Los valores de p  0.05 (*) y  p  0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con 
respecto al control. 
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Los resultados obtenidos de la evaluación inhibitoria α-glucosidasa de las 
fracciones principales muestran valores de CI50 de 0.097ppm-0.92 ppm, siendo 
más potentes que el control positivo (quercetina). 
 
Considerando que el presente estudio era biodirigido, se eligió la fracción Q, 
para la etapa de aislamiento y purificación de los constituyentes responsables 
de la actividad observada. 
 
5.4 Aislamiento y caracterización estructural de compuestos. 
 
5.4.1 Fracción Q 
 
La muestra Q (3.8 g) fue fraccionada mediante cromatografía en columna 
(30 x 4 cm) utilizando gel de sílice (malla 230-400) como fase estacionaria y 
mezclas de Hex:AcOEt y AcOEt:MeOH en gradiente de polaridad como fase 
móvil. El fraccionamiento condujo a la obtención de 372 fracciones que fueron 
reunidas en 12 subfracciones (Qi-Qxii) de acuerdo a su similitud cromatográfica 
(Figura 16).  
 
 
Figura 16.- Esquema de fraccionamiento de Q. Los cuadros de color naranja 
corresponden a las subfracciones que se trabajaron en este proyecto. 
Q  
(3.8 g) 
Qi 
Qii Qiii Qiv 
Qv Qvi Qvii Qviii Qix 
Qx 
Qxi 
Qxii 
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Las subfracciones Qi, Qv-Qix y Qxi, obtenidas de la fracción Q, fueron 
sometidas a varias técnicas analíticas para la separación de sus constituyentes. 
Las técnicas analíticas comprendieron la cromatografía en capa fina preparativa 
y cromatografías en columna equipadas con gel de sílice como fase 
estacionaria; en tanto que, la fase móvil consistió en mezclas de gradiente de 
polaridad o isocráticas de Hex:DCM, DCM:MeOH, CHCl3:MeOH, AcOEt, 
AcOEt:MeOH y BuOH:AcOH:H2O. A pesar de la aplicación meticulosa de éstas 
técnicas analíticas, solo fue posible obtener mezclas de 2 o más compuestos 
que fueron evaluadas en el ensayo de inhibición enzimáticas, pero no fueron 
caracterizados estructuralmente.  
 
5.4.2 Fracción P 
 
La muestra P (1.89 g) fue fraccionada mediante cromatografía en columna (30 x 
4 cm) utilizando como fase estacionaria gel de sílice (malla 230-400) y como 
fase móvil Hex:DCM y DCM:MeOH  en gradiente de polaridad. Se obtuvieron 4 
subfracciones (Pi-Piv). En la subfracción Piii precipitaron 8 mg de un sólido 
blanco amorfo (ARm12) que después de haber sido analizado por Resonancia 
Magnética Nuclear (RMN) fue identificado como β-sitosteril-3-O-β-D-
glucopiranósido (Figura 17). 
                                                                 
                                                     
 
 
 
Rf: AcOEt:MeOH 
(8:2) 
β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
(ARm12)  
PM: C35H60O6 
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Datos espectroscópicos de β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
 
RMN1H (300 MHz, C5D5N): (ppm) : 5.38 (1H, d, J = 2.1, 3.0 Hz, H-6), 4.03 (1H, 
m, H-3), 2.79 (1H, dd, J = 1.5, 2.7 Hz, H-4α), 2.52 (1H, ddd, J = 0.9, 4.2, 12.3 
Hz, H-4β), 2.16 (1H, dd J = 5.4, 6.6Hz, H-2a), 2.03-1.12 (30H, m), 1.01 (3H ,d, J 
= 7.8 Hz, H-21), 0.98 (3H, s, H-19), 0.94 (3H,d, J = 7.5 Hz, H-29), 0.92 (3H, d, J 
= 6.3, H-27) 0.88 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-26), 0.68 (3H, s, H-18). Parte del 
glucósido: 5.09 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1’), 4.59 (1H, dd, J = 2.1, 12.0 Hz, H-6’a), 
4.47 (1H, dd, J = 5.1, 11.1 Hz, H-6’b), 4.33 (2H, d, J = 8.4 Hz H-3’, H-4’), 4.10 
(1H, t, J = 5.7 Hz, H-2’), 4.03 (1H, m, H-5’). 
 
RMN13C (75 MHz, C5D5N) ppm: 141.36 (C5), 122.39 (C6), 78.98 (C3), 57.30 
(C14), 56.71 (C17), 50.81 (C9), 46.50 (C24), 42.95 (C13), 40.42 (C12), 39.81 
(C4), 37.96 (C1), 37.40 (C20), 36.87 (C10), 34.68 (C22), 32.65 (C7), 32.53 (C8), 
30.73 (C2), 29.93 (C25), 29.02 (C16), 26.85 (C23), 24.99 (C15), 23.86 (C28), 
21.76 (C11), 20.46 (C27), 19.90 (C19), 19.68 (C26), 19.49 (C21), 12.64 (C29), 
12.46 (C18). Parte del glucósido: 103.05 (C1’), 79.10 (C3’), 78.55 (C5’), 75.82 
(C2’), 72.15 (C4’), 63.31 (C6’). 
 
5.4.2.1 Elucidación estructural del β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
 
El compuesto ARm12 fue aislado como un sólido blanco que fundió a 295-296 
°C. El espectro de  RMN-1H (300 MHz, C5D5N) (Figura 17) del compuesto 
ARm12 muestra un perfil de señales que son características de estructuras 
relacionadas al colesterol. En la región de campo alto ( 2.5-0.5 ppm) del 
espectro de 1H (Figura 17) y el experimento DEPT-135 (Figura 19) se observa 
un patrón complejo de señales, de las que destacan las señales de mayor 
intensidad atribuibles a seis grupos metilos ( 1.01, H3-21; 0.98, H3-19; 0.94, H3-
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29; 0.92, H3-27; 0.88, H3-26; 0.68, H3-18). Los grupos metilos fueron 
confirmados mediante el espectro de 13C (Fig. 18), los cuales mostraron las seis 
señales simples resonantes en  20.46 (C27), 19.90 (19), 19.68 (C26), 19.49 
(C21), 12.64 (C29) y 12.45 ppm (C18). Los carbonos restantes en los 
experimentos de 13C (Figura 19) se pueden atribuir a doce grupos metilenos, 
del cual uno está unido a un hidroxilo ( 63.30, C6’) y a catorce grupos metinos, 
de los cuales uno es un metino vinílico  121.73 (C6), tres son metinos unido a 
hidroxilo  79.09 (C3’), 75.82 (C2’), 72.15 (C4’), y dos están unidos a un 
oxígeno de éter  78.98 (C3) y 78.54 (C5’). Esto es congruente con lo 
observable en el espectro de 1H (Fig. 17) donde se aprecia una señal doble de 
doble en  5.38 que corresponde al hidrogeno vinílico H-6. En la región de los 
azúcares (5.2-4.0 ppm) se observan 4 señales doble de dobles que 
corresponden a los protones H-6’a, H-6’b, H-3’ y H-4’; un triplete que 
corresponde al protón H-2’ y una señal múltiple en  4.03 atribuible a H-5’ y al 
hidrógeno geminal a grupo éter (H-3). La señal más característica del sacárido 
se aprecia como un doblete (J = 7.8 Hz) resonante en  5.01 ppm, la cual 
corresponde al hidrógeno anomérico H-1’, mismo que fue confirmado en el 
espectro de RMN-13C con la señal que resuena en  103.04 ppm, atribuible al 
carbono acetálico C1’ (Fig. 18). La comparación de estos datos 
espectroscópicos con los reportados en la literatura [55] permitió establecer la 
identidad del compuesto ARm12 como β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
(Tabla 8). 
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 Figura 17. Espectro de RMN-1H (300 MHz, C5D5N) de β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido.  
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Figura 18. Espectro de RMN-13C (75 MHz, C5D5N)  de β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido    
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Figura 19. Experimentos DEPT-135 del β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido.
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 Tabla 8. Datos espectroscópicos de β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
 
 
Los esteroles vegetales son miembros de la familia de los triterpenos, su 
estructura es similar a la del colesterol. Dentro del grupo de los esteroles 
vegetales existen dos categorías o subgrupos: los esteroles, con un doble 
enlace en posición 5 y los estanoles que no cuentan con dicho doble enlace. 
Los esteroles se pueden encontrar en la naturaleza en forma de ésteres de 
β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido  
      RMN 1H (300 MHz, C5D5N)                                 RMN 
13C (75 MHz, C5D5N)      
 
Hidrógeno 
RMN 1Hexperimental  
ppm (m, JHz) 
RMN 1Hliteratura 
ppm (m, JHz) 
 
Carbono 
RMN 13Cexperimental 
ppm 
RMN 13Cliteratura 
ppm 
H-6 5.38 (d,  J = 2.1 Hz) 5.35 (t, J = 2.5 Hz) C-5 141.36 140.95 
H-3 4.03 (m) 3.96 (m) C-6 121.73 121.90 
H-1’ 5.09 (d,  J = 7.8 Hz) 5.04 (d,  J = 7.7 Hz) C-3 78.98 78.38 
H-2’ 4.10 (t,  J =5.7 Hz) 4.04 (dd, J = 7.69, 
7.50 Hz) 
C-5’ 78.54 78.13 
H-3’ 4.33 (d,  J =8.4 Hz) 4.27 (d,  J = 7.5 Hz) C-3’ 79.09 78.54 
H-4’ 4.33 (d,  J = 8.4 Hz) 4.27 (d,  J = 7.5 Hz) C-4’ 72.15 71.67 
H-5’ 4.03 (m) 3.98 (m) C-1’ 103.05 102.57 
H-6’a 4.59 (dd, J = 2.1, 
12 Hz) 
4.55 (dd, J = 2.5, 
11.7 Hz) 
C-6’ 63.31 62.82 
H-6’b 4.47 (dd, J = 5.1, 
11.1 Hz) 
4.40 (dd, J = 5.2, 
11.7 Hz) 
C-18 12.46 11.95 
H3-21 1.01 (d,  J = 7.8 Hz) 1.01 (d,  J = 6.5 Hz) C-21 19.49 18.99 
H3-19 0.98 (s) 0.94 (s) C-19 19.90 19.39 
H3-29 0.94 (d,  J = 7.5 Hz) 0.88 (d,  J = 7.5 Hz) C-29 12.64 12.13 
H3-27 0.92 (d,  J = 6.3 Hz) 0.86 (d,  J = 7.0 Hz) C-27 20.46 19.94 
H3-26 0.88 (d,  J = 6.3 Hz) 0.84 (d,  J = 7.0 Hz) C-26 16.68 19.20 
H3-18 0.68 (s) 0.66 (s) C-18 12.45 11.95 
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ácidos grasos, ésteres de ácidos fenólicos, glucósidos de esterilo y glicósidos 
de esterilo acilados [57]. El β-sitosteril-3-O-D-glucopiranósido es un glucósido 
de esterilo.  
Los glucósidos esteroidales se encuentran con bastante frecuencia en las 
especies vegetales. Estos se diferencian de los esteroles libres en que 
presentan un punto de fusión más alto y baja solubilidad en disolventes no 
polares o poco polares como el éter etílico, y de las saponinas debido a que son 
insolubles en agua y no son tóxicos para los animales [56]. 
 
Se ha comprobado que el β-sitosteril-3-O-D-glucopiranósido posee actividad 
analgésica, antiinflamatoria [58], antipirética, antineoplásica, quimiopreventivo, 
inmuno-moduladora [59], anti-gastroulcerativa [60], anti-plaquetaria [61], 
antihelmíntica [62]. Actualmente, este compuesto ha sido patentado para el 
tratamiento de infección del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) [55].  
 
5.4.3 Fracción K 
 
Debido a la complejidad observada en las muestras anteriores para el 
aislamiento y purificación de sus constituyentes, se decidió someter la fracción 
K a una reacción de acetilación tal y como fue descrito en el capítulo 4 (véase 
subtema 4.7), con la finalidad de mejorar la separación de compuestos para su 
posterior purificación. 
 
El crudo de la reacción  de la fracción K (5.20 g) fue fraccionado mediante 
cromatografía en columna (30 x 4 cm) utilizando como fase estacionaria gel de 
sílice (malla 230-400) y como fase móvil los sistemas de elución Hex:AcOEt y 
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AcOEt:MeOH en gradiente de polaridad. Lo anterior condujo a la obtención de 
12 subfracciones (K1-K12) (Figura 22). 
         
 
 
 
Figura 20.-Esquema de fraccionamiento de K. Los cuadros de color naranja 
corresponden a las subfracciones que se trabajaron en este proyecto 
 
Se realizó el fraccionamiento de K7 (60 mg) mediante una cromatografía en 
columna (30 x 1 cm) utilizando como fase estacionaria gel de sílice (malla 230-
400) y como fase móvil Hex:AcOEt en gradiente de polaridad obteniéndose 
cinco subfracciones. A partir de la subfracción K7.1 se obtuvo un compuesto 
resinoso etiquetado como AR22 (1.3 mg). 
 
Por otro lado, la subfracción K8 (190 mg) fue procesada mediante 
cromatografía en columna (30 x 1 cm) utilizando como fase estacionaria gel de 
sílice y como fase móvil Hex:AcOEt en gradiente de polaridad. De las 12 
subfracciones obtenidas (K8.1-K8.12), la subfracción K8.2  condujo al 
aislamiento de un compuesto resinoso (3.7 mg) etiquetado como AR24. La 
comparación por CCF de AR22 y AR24 exhibió una mancha con el mismo 
factor de retención, por lo cual se reunieron y se analizaron por RMN. De 
acuerdo a los datos espectroscópicos observados para AR22-AR24, se puede 
deducir la presencia de una mezcla isomérica de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-α-y β-
D-glucopiranosa.  
K (5.2g) 
K1 K2 K3 K9 K10 K11 K12 
K4 K5 K6 K7 K8 
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Datos espectroscópicos del  1,2,3,4,6-penta-O-acetil--D-glucopiranosa. 
 
RMN-1H (300 MHz, CDCl3):ppm: 5.73 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-1), 5.24 (1H, d, J= 
9.6 Hz, H-3), 5.15 (1H, d, J = 9.9 Hz, H-2), 5.13 (1H, d, J = 9.3 Hz, H-4), 4.27 
(1H, dd J = 5.7, 9.3 Hz, H-6b), 4.11 (1H, dd, J= 2.4, 12.6  H-6a), 3.86 (1H, m, H-
5), 2.12 (3H, s, H-1’), 2.09 (3H, s, H-2’), 2.04 (3H, s, H-3’), 2.04 (3H, s, H-4’), 
2.02 (3H, s, H-6’).  
 
RMN-13C (75 MHz, CDCl3) ppm: 170.6 (C3’, 6’), 170.11 (C2’,4’), 169.39 (C1’), 
91.66 (C1), 72.76 (C3), 72.68 (C5), 70.17 (C2), 67.67 (C4), 61.4 (C6), 20.58 
(CH3COO-1,2,3,4,6). 
 
5.4.3.1 Elucidación estructural del 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-β-D-
glucopiranosa. 
 
El espectro de RMN-1H (300 MHz, CDCl3) (Fig. 22) del compuesto resinoso 
AR22-AR24 muestra dos patrones de señales atribuibles a la mezcla isomérica 
de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-- y -D-glucopiranosa, lo cual fue confirmado con 
los datos espectroscópicos reportados en la literatura para estos compuestos. 
α-D-glucosa peracetilada 
PM: C16H22O11 
 
β-D-glucosa peracetilada 
PM: C16H22O11 
Hex:AcOEt (4:6) 
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El patrón de señales de mayor intensidad corresponde al isómero . El espectro 
de 1H muestra las señales características de los protones anoméricos de la 
mezcla isomérica de la glucopiranosa peracetilada, las cuales resuenan como 
dobletes en  5.73 (J = 8.1 Hz) y 6.33 (J = 3.9 Hz) correspondientes a protón 
H1 y H1, respectivamente (Figura 22). 
 
En la región a campo bajo ( 5.26-5.12) se observan señales dobles que 
resuenan en  5.24 (J = 9.6 Hz), 5.15 (J = 9.9 Hz) y 5.13 (J = 9.3 Hz) 
correspondientes a los protones H-3, H-2 y H-4, respectivamente (Figura 21). 
Además se observa una señal doble de doble de doble  que corresponde al 
protón H-5 que resuena en  3.86 (J = 2.4, 4.5 Hz). Los protones previamente 
descritos exhiben desplazamientos químicos característicos de protones 
geminales a grupos ésteres, lo cual es congruente con las señales observadas 
en el espectro de 13C (75 MHz, CDCl3) (Figura 23) para carbonilos de grupos 
ésteres ( 169.39 -170.64 ppm, C1’, C2’, C3’, C4’ y C5’). Los grupos ésteres 
van de acuerdo a lo esperable ya que la molécula proviene de una reacción de 
acetilación. Los cinco grupos acetilo fueron confirmados en el espectro de 1H 
donde se observan cinco singuletes en la región de  2.02 a 2.18 ppm. La 
comparación de estos datos espectroscópicos con los reportados en la literatura 
permitieron establecer la identidad del compuesto AR22-AR24 como 1,2,3,4,6-
penta-O-acetil--D-glucopiranosa (Figura 22) [63]. En lo que respecta al 
isómero α, sus señales de RMN no fueron asignadas debido a que algunas 
señales presentaron baja intensidad o solapamiento con otras señales. 
 
La glucosa es tal vez la segunda sustancia fundamental en el mantenimiento de 
la vida humana después del agua. Además de su papel como combustible en 
las células, su participación en las múltiples funciones bioquímicas determina el 
perfil metabólico humano en los estados normales y patológicos. El 1,2,3,4,6-
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penta-O-acetil-α- y -D-glucopiranosa se ha usado reciente como una señal 
trazadora de RMN para delinear vías metabólicas en tejidos y fluidos humanos 
[64]. 
 
Figura 21. Ampliación del espectro de RMN-1H del compuesto 1,2,3,4,6-penta-
O-acetil--D-glucopiranosa  
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Figura 22. Espectro de RMN-1H (300 MHz, CDCl3) de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil--D-glucopiranosa. 
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Figura 23. Espectro de RMN-13C (75 MHz, CDCl3) de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil--D-glucopiranosa. 
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Aunado a la investigación de las fracciones más potentes, se procesaron 
algunas fracciones que exhibieron moderada actividad inhibitoria de α-
glucosidasa (fracción B, C y G) logrando purificar dos esteroles y un flavonoide. 
            
5.4.4 Fracción G 
 
A partir de 1.75 g de muestra se realizó el fraccionamiento mediante una 
cromatografía en columna de vidrio (30x4cm) utilizando como fase estacionaria 
gel de sílice (malla 230-400) y como fase móvil los sistemas de elución 
Hex:AcOEt, AcOEt:MeOH (9:1) y MeOH 100% en gradiente de polaridad. Lo 
anterior condujo a la obtención de 11 subfracciones G1-G11 (Figura 27). 
 
 
Figura 24.-Esquema de fraccionamiento de G. Los cuadros de color naranja 
corresponden a las subfracciones que se trabajaron en este proyecto. 
 
Las subfracciones G4, G5, G6, G9 y G10 obtenidas de la fracción G fueron 
sometidas a varias técnicas analíticas para la separación de sus constituyentes. 
Las técnicas analíticas comprendieron la cromatografía en capa fina preparativa 
cromatografía en columna empacadas con diversas fases estacionarias  entre 
las que destacan la celulosa microcristalina NP,  la carboximetilcelulosa y el 
Dowex 50 2 X 200; en tanto que, la fase móvil consistió en mezclas de 
gradiente de polaridad de éter de petróleo:acetona, CHCl3:MeOH, DCM:MeOH, 
Hex:éter dietílico, éter dietílico:ACN, Hex:ACN y Hex:Acetona. A pesar de la 
G  
(1.75g) 
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 
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aplicación meticulosa de éstas técnicas analíticas, solo fue posible obtener 
mezclas de 2 o más compuestos que no fueron caracterizados 
estructuralmente. 
Durante el fraccionamiento se obtuvieron unos sólidos blancos (AR5) que al ser 
disueltos en MeOH viraron de color naranja a rojo. Al realizar una CCF de los 
sólidos disueltos, se observan varias manchas que sugieren la presencia de 
más de dos compuestos. La observación anterior quedó evidenciada por el 
espectro de RMN-1H (Figura 28), que fue adquirido de forma simultánea. Las 
señales del espectro de RMN-1H confirma la presencia de más de dos 
compuestos, destacándose las señales atribuibles a un fenilpropanoide 
glucosidado (estructuras de smilásidos 18-20). 
 
Figura 25. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CD3COCD3) de los sólidos AR5. 
  
Considerando la complejidad presentada en la resolución de las mezclas de 
compuestos de las subfracciones de G, se decidió someter la subfracción G8 a 
una reacción de metilación (véase capítulo 4). El crudo de la reacción de 
metilación de G8 (85 mg) fue sometido a purificación mediante CC empacada 
con gel de sílice y eluida con Hex:DCM en gradiente de polaridad. Lo anterior 
condujo a la obtención de siete subfracciones (G8.1-G8.7). A partir de la 
subfracción G8.6 (15 mg) fue posible purificar 7 mg de un sólido amarillo 
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NAME           12020-02
EXPNO                 1
PROCNO                1
F2 - Acquisition Parameters
Date_          20120719
Time              10.56
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm BBO BB-1H
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT         Acetone
NS                   32
DS                    2
SWH            8250.825 Hz
FIDRES         0.125898 Hz
AQ            3.9715316 sec
RG                322.5
DW               60.600 usec
DE                 6.00 usec
TE                292.2 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                12.50 usec
PL1               -4.20 dB
SFO1        400.1339000 MHz
F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          400.1300066 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 0.30 Hz
GB                    0
PC                 1.00
AR5, 1HNMR
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(ARm11) recristalizado de CHCl3 en forma de agujas amarillas e identificado 
como 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona (Figura 26) [65]. 
                                                                                                   
                                    
 
 
Datos espectroscópicos de 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona. 
 
RMN-1H (300 MHz, CDCl3): ppm: 12.65 (1H, s, OH-5), 8.069 (2H, dd, J = 2.1, 
9.0 Hz, H-2’ y H-6’), 7.014 (2H, dd, J = 2.4, 9.0 Hz, H-3’ y H-5’), 6.43 (1H, d, J 
=2.4 Hz, H-8), 6.34 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 3.89 (3H, s, OCH3-7), 3.86 (3H, s, 
OCH3-3’), 3.85 (3H, s, OCH3-4’). 
 
RMN-13C (75 MHz, CDCl3) ppm: 178.71 (C4), 165.33 (C7), 161.95 (C4’), 161.61 
(C5), 156.69 (C9), 155.89 (C2), 138.79 (C3), 130.11 (C2´, C6’), 122.73 (C1’), 
114.17 (C3’, C5’), 105.99 (C10), 97.77 (C6), 92.09 (C8), 60.09 (OMe-3), 55.75 
(OMe-7), 55.39 (OMe-4’).  
 
5.4.4.1Elucidación estructural del 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona 
 
A partir de la fracción G se purificaron cristales amarillos (ARm11) en forma de 
agujas que fundieron a 143-144 °C. El espectro de RMN-1H (300 MHz, CDCl3) 
(Fig. 26) de ARm11 exhibió tres señales simples entre  3.8-4.0 ppm que 
integran para tres hidrógenos cada una y que fueron atribuidas a la presencia 
de 3 grupos metoxilos (CH3O-C3, CH3O-C7, CH3O-C4’). Los grupos metoxilo 
Hex:AcOEt (6:4) 
 
5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona (ARm11) 
PM: C18H16O6 
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fueron confirmados en el espectro de 13C (Fig. 27) y DEPT-135 (Fig. 28) 
mediante las tres señales en  60.10 (CH3O-C3), 55.75 (CH3O-C7) y 55.39 ppm 
(CH3O-C4’). En la región de protones aromáticos (fig. 26) se observan dos 
señales dobles en  6.43 (H-6) y 6.34 ppm (H-8) con constantes de 
acoplamiento (J = 2.4 Hz) características de dos protones en posición meta. 
También se observan dos dobletes de dobletes que integran para dos 
hidrógenos cada una y que resuena en  8.06 (J = 2.4, 9.1 Hz, H-2’ y H-6’) y 
7.01 ppm (H-3’ y H-5’), las cuales corresponden a un sistema de protones 
AA’BB’. Adicionalmente, el espectro de RMN-1H muestra la presencia de un 
singulete en  12.65 ppm atribuible al protón HO-C5 quelatado con el oxígeno 
del carbonilo C4, quedando éste último evidenciado por la señal resonante en 
C 178.72 ppm. La presencia de protones aromáticos, aunado a las 18 señales 
resonantes en el espectro de 13C (fig. 27), permitieron establecer la existencia 
de un flavonoide, que por comparación con los reportes en la literatura fue 
identificado como 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona [65] (Fig. 26). 
 
Tabla 9. Datos espectroscópicos de  5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona 
5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3)                                           RMN 
13C (75 MHz, CDCl3)      
 
Hidrógeno 
RMN 1Hexperimental  
ppm (m, JHz) 
RMN 1Hliteratura 
ppm (m, JHz) 
 
Carbono 
RMN 13Cexperimental 
ppm 
RMN 13Cliteratura 
ppm 
5-OH 12.65 (s) 12.70 (s) C-4 178.71 179.0 
H-6 6.34 (d, J = 2.4 Hz) 6.34 (d, J = 2 Hz) C-7 165.33 165.6 
H-8 6.43 (d,  J = 2.4 Hz) 6.43 (d,  J = 2 Hz) C-2’-C6’ 130.11 130.4 
H2’-H6’ 8.06 (d,  J = 9.0 Hz) 8.06 (d  J = 8.1 Hz) C-3’-C-5’ 114.17 114.3 
H3’-H5’ 7.01 (d,  J = 9.0 Hz) 7.01 (d, J = 9.0 Hz) CH3O-3 60.09 60.3 
CH3O-
3,4’,7 
3.89, 3.86, 3.85 
(3s) 
3.86-3.87 (3s) CH3O-
4’,7 
55.7, 55.4 56.0, 55.9 
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Los flavonoides son un grupo de sustancias que se encuentran en las plantas 
cuyas estructuras derivan del núcleo aromático flavano o 2-fenilbenzopirano. 
También son compuestos de la serie C6-C3-C6, por lo que su esqueleto de 
carbonos consiste en dos grupos C6 que son anillos de benceno sustituidos por 
una cadena alifática de 3 carbonos [56].  El compuesto 5-hidroxi-3,7,4’-
trimetoxiflavona es un flavonoide tipo flavanol, el cual ha sido reportado en la 
literatura por sus propiedades antioxidante [66], antimicrobiana [67] y baja 
actividad anti-alergénica [68]. 
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   Figura 26. Espectro de RMN-1H (300 MHz, CDCl3) del  5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona. 
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        Figura 27. Espectro de RMN-13C (75 MHz, CDCl3) del 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona. 
 
 
65 
 
 
          
 
Figura 28. Experimentos DEPT-135 del 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona. 
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5.4.5 Fracción B 
A partir de la fracción principal B (189 mg) se realizó una cromatografía en 
columna con fase móvil Hex:AcOEt en gradiente y con gel de sílice (malla 230-
400) como fase estacionaria. Se obtuvieron seis subfracciones (B1-B6) y a 
partir de la subfracción B3 (22.2 mg) se aislaron 2.5 mg de un compuesto (AR2) 
de apariencia cerosa y color blanco, el cual fue identificado como palmitato de 
β-sitosterilo (Figura 34).  
                                            
 
 
Datos espectroscópicos de Palmitato de β-sitosterilo. 
RMN-1H (400MHz, CDCl3): ppm : 5.37 (1H, d, J = 4.4Hz, H-6), 4.62 (1H, m, H-3), 
2.292-1.119 (25H, m), 2.24 (2H, t, H2’)  2.01 (2H, d, J = 6Hz, H-4), 1.88 (2H, d, 
J = 9.6Hz, H-7), 1.28 (26H, s.a.-(CH2)13, H-3’-H15’), 1.02 (3H, s, H-19), 0.93 
(15H,m, H3- 26, H3-27, H3-H21, H3-29, H3-H16’), 0.68 (3H,s,H-18).  
 
RMN-13C (100MHz, CDCl3) ppm: 139.73 (C5), 122.59 (C6), 73.69 (C3), 56.69 
(C14), 56.04 (C17), 50.03 (C9), 45.84 (C24), 42.32 (C13), 39.73 (C12), 38.17 
(C4), 37.01 (C1), 36.61 (C10), 36.16 (C20), 33.94 (C22), 31.94 (C7), 31.92 (C8), 
29.12 (C25),  28.26 (C16), 27.82 (20), 26.07 (C23), 24.30 (C15), 23.07 (C28), 
21.04 (C11), 19.83 (C26), 19.33 (C19), 19.04 (C27), 18.78 (C21), 11.99 (C18), 
11.86 (C29). Parte de la cadena alifática: 173.2 (C1’), 34.74 (C2’), 31.87 (C14’), 
29.71-29.27 (C4’-C13’), 25.08 (C3’), 22.71 (C15’), 14.13 (C16’). 
 
 Hex:AcOEt  
(95:05) 
 
Palmitato de β-sitosterilo (AR2) 
PM: C45H80O2 
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5.4.5.1 Elucidación estructural del Palmitato de β-sitosterilo 
 
A partir de la fracción B se obtuvo un compuesto ceroso color blanco. El 
espectro de  RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (Figura 29) de este compuesto muestra 
un perfil de señales que son características de estructuras relacionadas al 
colesterol. En la región de campo alto ( 2.5-0.5 ppm) del espectro de 1H 
(Figura 29) se observa un patrón complejo de señales, de las que destacan las 
señales de mayor intensidad atribuibles a seis grupos metilos  ( 1.01, H3-19; 
0.92, H3-21; 0.84, H3-29; 0.83, H3-27; 0.81, H3-26; 0.68, H3-18) y la señal 
singulete ancha que corresponde a los grupos metilenos de la parte de cadena 
alifática resonante en  1.28 ppm (H-3’-H15’). Los grupos metilos fueron 
confirmados mediante el espectro de 13C (Figura 30), el cual mostró señales  
resonantes en  19.83 (C27), 19.41 (C19), 19.03 (C26), 18.78 (C21), 11.99 
(C29) y 11.87 ppm (C18). Los carbonos restantes en los experimentos de 13C 
se pueden atribuir a 11 grupos metilenos y a nueve grupos metinos, de los 
cuales dos carbonos fueron fácilmente atribuibles a metino unido a grupo éster 
( 73.69) y metino vinílico ( 122.59). Estos grupos funcionales son congruentes 
con lo observable en el espectro de 1H (Figura 29) donde se aprecia una señal 
doble de dobles en  5.37 correspondiente al hidrogeno vinílico H-6 y una señal 
múltiple en  4.62 atribuible al hidrógeno H-3 geminal a grupo éster. La 
comparación de estos datos espectroscópicos con los reportados en la literatura 
[68], permitió establecer la identidad del compuesto AR2 como palmitato de β-
sitosterilo (Tabla 10). 
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Tabla 10. Datos espectroscópicos del Palmitato de β-sitosterilo 
Palmitato de β-sitosterilo 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3)                                           RMN 
13C (100 MHz, CDCl3)      
 
Hidrógeno 
RMN 1Hexperimental  
ppm (m, JHz) 
RMN 1Hliteratura 
ppm (m, JHz) 
 
Carbono 
RMN 13Cexperimental 
ppm 
RMN 13Cliteratura 
ppm 
H-6 5.37 (d, J = 4.4 
Hz) 
5.38 (d, J = 4.8 
Hz) 
C-6 122.59 122.6 
H-3 4.62 (m) 4.62 (m) C-3 73.69 73.7 
H2( H3’-H15’) 1.27 (s.a) 1.28 (s) C-4’-C13’ 29.2-29.7 29.2-29.7 
H-19 1.02 ( s) 1.04 (s) C-27 19.83 19.0 
H3- 26, H3-27, 
H3-H29, H3-
21, H3-H16’ 
0.80-0.93 (m) 0.80-0.93 (m) C-19, C26, 
C21, C18 
19.41, 19.03, 
18.78, 11.87 
19.3, 19.8, 
18.8,11.88 
H-18 0.68 (s) 0.69 (s) C29 11.99 12.0 
 
El palmitato de β-sitosterilo es un esterol esterificado con el ácido palmítico. Los 
esteroles esterificados poseen actividad antioxidante y antiinflamatoria [57]. Se 
ha reportado actividad anti-aterogénica [61]. Ju y cols. mencionan que la adición 
de esteroles en forma esterificada en suplementos alimenticios, disminuyen el 
colesterol sérico, especialmente colesterol LDL (lipoproteína de baja densidad) 
[59]. 
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Current Data Parameters
NAME           12013-01
EXPNO                 1
PROCNO                1
F2 - Acquisition Parameters
Date_          20120528
Time              17.09
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm BBO BB-1H
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    2
SWH            8250.825 Hz
FIDRES         0.125898 Hz
AQ            3.9715316 sec
RG                  362
DW               60.600 usec
DE                 6.00 usec
TE                683.2 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                12.50 usec
PL1               -4.20 dB
SFO1        400.1324710 MHz
F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          400.1300086 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 0.30 Hz
GB                    0
PC                 1.00
12013-01, AR2, 1HNMR
 Figura 29. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCl3) del palmitato de β-sitosterilo. 
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NAME           12013-01
EXPNO                 2
PROCNO                1
F2 - Acquisition Parameters
Date_          20120529
Time               0.50
INSTRUM           spect
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PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                 8000
DS                    2
SWH           24038.461 Hz
FIDRES         0.366798 Hz
AQ            1.3631988 sec
RG               3649.1
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DE                 6.00 usec
TE                683.2 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
DELTA        1.89999998 sec
TD0                   1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.20 usec
PL1               -1.00 dB
SFO1        100.6228298 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
PCPD2             90.00 usec
PL2               -4.20 dB
PL12              11.96 dB
PL13              16.00 dB
SFO2        400.1316005 MHz
F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          100.6127690 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 1.00 Hz
GB                    0
PC                 1.40
12013-01, AR2, 13CNMR
 Figura 30. Espectro de RMN-13C (100 MHz, CDCl3) del  palmitato de β-sitosterilo. 
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5.4.6 Fracción C 
A partir de la fracción principal C (880 mg) se realizó una cromatografía en 
columna (30 x 1 cm) previamente empacada con gel de sílice y eluida con 
Hex:AcOEt (98:2) en gradiente de polaridad. Lo anterior condujo a la obtención 
de siete subfracciones (C1-C7), de las cuales C6 presentó un precipitado 
blanco (7 mg) que fue identificado como β-sitosterol (AR4) (Figura 37). 
                                                                              
 
          
 
Datos espectroscópicos de β-sitosterol. 
RMN-1H (400MHz, CDCl3): ppm : 5.36 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6), 3.53 (1H, m, H-
3), 2.292-1.119 (28H-m),  1.99 (2H, d, J = 5.6 Hz, H-4), 1.84 (2H, d, J = 10.4 Hz,  
H-7), 1.014 (3H, s, H-19), 0.92 (3 H, d, J = 6.8 Hz, H-29), 0.85 (3H,t, H-21) 0.84 
(3H, d, J = 7.6, H-27) 0.82 (3H, d, J = 8.4 Hz, H-26), 0.68 (3H,s,H-18).  
 
RMN-13C (100MHz, CDCl3) ppm: 141.0 (C5), 121.74 (C6), 71.83 (C3), 56.77 
(C14), 56.05 (C17), 50.13 (C9), 45.84 (C24), 42.33 (C13), 42,30 (C4), 39.78 
(C12), 37.26 (C1), 36.51 (C10), 36.16 (C20), 33.95 (C22), 31.91 (C2), 31.66 
(C7), 29.72 (C8), 29.15 (C25), 28.26 (C16), 26.07 (C23), 24.31 (C15), 23.07 
(C28), 21.09 (C11), 19.83 (C27), 19.41 (C19), 19.04 (C26), 18.79 (C21),11.99 
(C18), 11.87 (C29). 
 
 
 
  1 
 
 
  4 
  4 
  4 
β-sitosterol (AR4) 
PM: C29H50O 
 
 Hex:AcOEt (9:1) 
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5.4.6.1 Elucidación estructural de β-sitosterol 
A partir de la fracción C precipitó un sólido amorfo blanco (AR4) que fue 
cristalizado de CHCl3 en agujas transparentes que fundieron a 98
oC. El 
espectro de  RMN 1H (400 MHz, CDCl3) (Figura 31) de AR4 muestra un perfil 
de señales que son características de estructuras relacionadas al colesterol. En 
la región de campo alto ( 2.5-0.5 ppm) del espectro de 1H (Figura 31) se 
observa un patrón complejo de señales, de las que destacan las señales de 
mayor intensidad atribuibles a seis grupos metilos  ( 1.01, H3-19; 0.92, H3-29; 
0.84, H3-21; 0.83, H3-27; 0.81, H3-26; 0.68, H3-18). Los grupos metilos fueron 
confirmados mediante el espectro de 13C (Figura 32), los cuales mostraron seis 
señales simples resonantes en  19.83 (C27), 19.41 (19), 19.03 (C26), 18.78 
(C21), 11.99 (C18) y 11.87 ppm (C29). Los carbonos restantes observados en 
el espectro de 13C (Figura 32) se pueden atribuir a 11 grupos metilenos y a 
nueve grupos metinos, de los cuales dos carbonos fueron fácilmente atribuibles 
a metino unido a grupo hidroxilo ( 71.83) y metino vinílico ( 121.73). Estos 
grupos funcionales son congruentes con lo observable en el espectro de 1H 
(Figura 31) donde se aprecia una señal doble de dobles en  5.36 
correspondiente al hidrogeno vinílico H-6 y una señal múltiple en  3.52 
atribuible al hidrógeno H-3 geminal a grupo hidroxilo. La comparación de estos 
datos espectroscópicos con los reportados en la literatura [68], permitió 
establecer la identidad del compuesto AR4 como β-sitosterol (Tabla 11). 
El β-sitosterol es el principal fitoesterol que se encuentra en la mayoría de las 
plantas superiores [57]. Se le atribuye actividad antiinflamatoria [58,70], 
antipirética [71], analgésica [58], quimiopreventiva [72], antihelmíntica, 
antimutagénica [58,70], antiulcerativa [60], antidiabética, antioxidante [72], 
angiogénica [73]. Se encuentra comercialmente disponible como un producto 
herbal llamado beta-s.  Es usado para disminuir la absorción de colesterol en el 
sistema digestivo y la cantidad de colesterol producido por el hígado. Rosenblat 
y cols. sugieren utilizar el β-sitosterol como terapia adicional a una disminución 
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de uso de Estatinas [74]. Estudios recientes han mostrado que el β-sitosterol es 
un agente quimiopreventivo en cáncer de colon, próstata y mama [72].  
 
Tabla 11. Comparación de los datos espectroscópicos del β-sitosterol 
β-sitosterol 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3)                                           RMN 
13C (100 MHz, CDCl3)      
 
Hidrógeno 
RMN 1Hexperimental  
ppm (m, JHz 
RMN 1Hliteratura 
ppm (m, JHz) 
 
Carbono 
RMN 13Cexp 
ppm 
RMN 13Cliteratura 
ppm 
H-6 5.36 (d,  J = 4.8 
Hz) 
5.35 (d,  J = 
5.2 Hz) 
C-6 122.59 122.6 
H-3 3.53 (m) 3.56 (m) C-3 73.69 73.7 
H-19 1.01 (3H, s) 1.00 (s) C-27 19.83 19.0 
H-21, H-26, 
H-27 
0.82-0.85 ( m) 0.81.0.84 (m) C-19, C-26, 
C-21, C-18 
19.41, 19.03, 
18.78, 11.87 
19.3, 19.8, 
18.8,11.88 
H-18 0.68 (3H, s) 0.67 (3H, s,) C29 11.99 12.0 
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  Figura 31. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCl3) del β-sitosterol. 
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Figura 32. Espectro de RMN-13C (100 MHz, CDCl3) del β-sitosterol. 
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a) 
5.5 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de las 
subfracciones obtenidas. 
 
Se determinó la actividad inhibitoria enzimática de las subfracciones obtenidas 
de las fracciones Q, P, K y G. 
 
5.5.1 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de la 
fracción Q 
 
Se determinó la  actividad inhibitoria de α-glucosidasa de las subfracciones de 
la muestra Q  a 10 ppm observándose que disminuye la actividad inhibitoria en 
al menos un 50% de inhibición en comparación con la fracción Q intacta (Figura 
33), lo cual pudiera ser debido al sinergismo que existen entre las moléculas 
contenidas en la muestra principal. 
                
Figura 33. Determinación de la actividad inhibitoria enzimática de la fracción Q: 
a) determinación de la actividad a tres concentraciones (1,10 y 100 ppm), b) 
determinación de actividad de las subfracciones a 10 ppm. 
 
5.5.2 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de la 
fracción P 
 
Se determinó la  actividad inhibitoria de α-glucosidasa de las subfracciones de 
la muestra P a 10 ppm observándose que en la subfracción P1-2 y P4 
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disminuye la actividad inhibitoria enzimática en un 30% y 70 %; mientras que en 
la subfracción P3 se observa una actividad inhibitoria enzimática de 97% que es 
comparable con la actividad mostrada en la fracción P intacta a 10 ppm (Figura 
34). De acuerdo a lo anterior se sugiere que los compuestos que están 
contenidos en la subfracción P3 son los responsables de la actividad inhibitoria 
enzimática presente en la fracción P principal. 
 
                         
Figura 34. Determinación de la actividad inhibitoria enzimática de la fracción P: 
a) determinación de la actividad a tres concentraciones (1,10 y 100 ppm), b) 
determinación de actividad de las subfracciones a 10 ppm. 
 
 
5.5.3 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de la 
fracción K 
 
Se determinó la  actividad inhibitoria de α-glucosidasa de las subfracciones Ki 
(fracción K intacta) y Krx (fracción K acetilada) a tres concentraciones (1,10 y 
100 ppm). Se observó que la subfracción Ki es 19 veces más potente que la 
subfracción Krx en una concentración de 10 ppm (Figura 35). De acuerdo a lo 
anterior, se infiere que debido a la acetilación de los constituyentes de la 
muestra Krx, se disminuye la actividad inhibitoria enzimática de manera 
considerable. 
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a) 
                          
Figura 35. Determinación de la actividad inhibitoria enzimática de: a) la fracción 
K intacta (K) a 3 concentraciones (1,10 y 100 ppm) y, b) determinación de 
actividad de la fracción K acetilada (Krx) a 3 concentraciones. 
 
 
5.5.4 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de 
la fracción G 
 
Se determinó la  actividad inhibitoria de α-glucosidasa de las subfracciones de 
la muestra G a 10 ppm donde se observa que en la subfracciones G1 y G2 hay 
un porcentaje de inhibición enzimática aproximadamente del 50% mientras que 
en las fracciones siguientes se observa una actividad superior al 90% tal y 
como se observa en la fracción G principal a una concentración a 10 ppm 
(Figura 36). De acuerdo a lo anterior se sugiere que los compuestos que están 
contenidos en  la subfracción G3 son los responsables de la actividad inhibitoria 
enzimática presente en la fracción G principal. 
 
                                             
Figura 36. Determinación de la actividad inhibitoria enzimática de la fracción G: 
a) determinación de la actividad a tres concentraciones (1,10 y 100 ppm), b) 
determinación de actividad de las subfracciones a 10 ppm. 
1 ppm 10 ppm 100 ppm
0
20
40
60
80
100
%
 I
n
h
ib
ic
ió
n
 d
e
 
-g
lu
c
o
s
id
a
s
a
FRACCIÓN K
1 ppm 10 ppm 100 ppm
0
10
20
30
40
50
60
70
80
%
 I
n
h
ib
ic
ió
n
 d
e
 
-g
lu
c
o
s
id
a
s
a
FRACCIÓN Krx
1 ppm 10 ppm 100 ppm
0
20
40
60
80
%
 I
n
h
ib
ic
ió
n
 d
e
 
-g
lu
c
o
s
id
a
s
a
FRACCIÓN G
G1 G2 G3 G9 G11
0
20
40
60
80
100
%
 I
n
h
ib
ic
ió
n
 d
e
 
-g
lu
c
o
s
id
a
s
a
FRACCIÓN G
a) b) 
b) 
 
 
79 
 
5.6 Determinación de la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de los 
compuestos puros 
 
Se determinó la actividad inhibitoria de α-glucosidasa de los compuestos 
obtenidos en este proyecto a tres concentraciones (1, 10 y 100 μM). 
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que el compuesto más 
activo de los tres esteroles obtenidos durante este proyecto es el β-sitosteril-3-
O-β-D-glucopiranósido. Si hacemos una comparación de las tres estructuras, se 
puede inferir que la sustitución del grupo hidroxilo de la posición 3 del esterol, 
influye de manera considerable en la actividad de cada compuesto. El palmitato 
de β-sitosterilo es dos veces más potente que el β-sitosterol y esto pudiera ser 
debido a que el fragmento de ácido palmítico presente en el palmitato de β-
sitosterilo le confiere mayor interacción con los residuos de aminoácidos del 
sitio activo de la enzima. Por otro lado, incremento de la actividad inhibitoria 
enzimática del β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido pudiera ser debido a la 
presencia del fragmento de glucopiranosa, ya que mimetiza la estructura de la 
glucosa presente en el p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido, usado como sustrato de 
la α-glucosidasa en la presente investigación. Probablemente, la similitud 
estructural del β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido con el p-nitrofenil-β-D-
glucopiranósido le confiere mayor afinidad por el sitio activo de la enzima en 
comparación con el palmitato de β-sitosterilo (cinco veces menos afín) y el β-
sitosterol (15 veces menos afín), los cuales carecen del fragmento de 
glucopiranosa. 
          
 
Al comparar la actividad inhibitoria de este flavonoide con el de la quercetina 
(9.36 μM = 24%), se puede observar que la 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona es 
poco activo. La comparación estructural de ambos flavonoides permite inferir 
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que la quercetina (3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona) posee grupos hidroxilo en 
aquellas posiciones donde la 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona posee grupos 
metoxilo, lo cual ocasiona una disminución de la actividad inhibitoria enzimática 
del flavonoide obtenido en la presente investigación. Entonces, la ausencia de 
grupos hidroxilos en las posiciones 3, 7 y 4’ de la 5-hidroxi-3,7,4’-
trimetoxiflavona desfavorece las interacciones con el sitio activo de la enzima.  
 
 
 
 
Con respecto al 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-β-D-glucopiranosa, se observa que 
presenta una actividad inhibitoria de 32.47%  a 100 μM por lo que no presenta 
una actividad inhibitoria enzimática relevante. 
               
 
 
1 mM 10 mM 100 mM
0
5
10
15
20
25
30
35
%
 I
n
h
ib
ic
ió
n
 d
e
 
-g
lu
c
o
s
id
a
s
a
1,2,3,4,6-penta-o-acetil--D-glucopiranosa
Quercetina 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona 
 
 
82 
 
 
CAPITULO 6 
CONCLUSIONES 
 
Se obtuvo evidencia científica de que la especie Smilax sp. posee potente 
actividad inhibitoria de α-glucosidasa (CI50 = 0.49±0.02 ppm), lo cual permite 
inferir que este pudiera ser uno de los mecanismos de acción mediante el cual 
se manifiestan las propiedades antidiabéticas atribuidas a esta planta. Para 
confirmar la inferencia anterior es necesario realizar otros experimentos. 
 
Nueve de las fracciones obtenidas (K-R) mostraron una potente actividad 
inhibitoria de α-glucosidasa en un rango de CI50 de 0.097 a 0.92 ppm, razón por 
la cual algunas fracciones fueron sometidas a diferentes protocolos de 
purificación de sus constituyentes. 
 
A partir de la fracción P, muy activa en el ensayo enzimático, se aisló el 
esteroide identificado como β-sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido, el cual 
presentó significativa actividad inhibitoria de α-glucosidasa a 10 μM (79.56% de 
inhibición).  
 
Por otra parte, a partir de dos fracciones con baja actividad anti-enzimática (B y 
C) se aislaron dos esteroles identificados como β-sitosterol y palmitato de β-
sitosterilo mediante el análisis de sus propiedades espectroscópicas. 
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A partir de la fracción G, moderadamente activa contra la enzima, se aisló un 
derivado semisintético caracterizado como 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona, el 
cual fue poco activo contra la α-glucosidasa. 
 
Se comparó la actividad inhibitoria de α-glucosidasa del β-sitosteril-3-O-β-D-
glucopiranósido (10 μM = 79.56%) con el control positivo quercetina (9.34 μM = 
24% y 16.61 μM = 53%), de lo cual se deduce que el β-sitosteril-3-O-β-D-
glucopiranósido es más activo que la quercetina, por lo que el β-sitosteril-3-O-β-
D-glucopiranósido puede ser utilizado como prototipo molecular para la síntesis 
de inhibidores de α-glucosidasa más potentes y eficaces.  
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CAPITULO 7 
 
 
PERSPECTIVAS 
 
 
Debido a la complejidad observada en la separación y purificación de los 
constituyentes del extracto orgánico de Smilax sp. por métodos analíticos 
convencionales, es necesario implementar técnicas analíticas más eficientes 
como el Cromatógrafo de Líquidos de Alta Eficiencia (CLAE) equipado con 
columnas de fase reversa. 
 
Realizar el estudio químico-biodirigido de las fracciones K-R sin derivatizar y 
mediante CLAE. 
 
Determinar el perfil químico de Smilax sp. (Cocolmeca) para posteriormente 
realizar un estudio de los perfiles químicos de las dos especies de Smilax que 
componen el producto natural llamado Cocolmeca. 
 
Seleccionar otros blancos moleculares relacionados con la diabetes a fin de 
determinar si el extracto orgánico y los compuestos de Smilax sp. presentan un 
mecanismo de acción diferente al de inhibición de α-glucosidasas. 
 
Realizar modificaciones estructurales tomando como prototipo molecular al β-
sitosteril-3-O-β-D-glucopiranósido para mejorar la actividad inhibitoria de α-
glucosidasa y realizar estudios de relación estructura-actividad para conocer las 
interacciones de la enzima con los compuestos derivatizados. 
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